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RESUMO

Considerando a lacuna atualmente existente nos tratamentos da Epilepsia, que sdo ineficazes
em 30% dos casos, € necessdria a busca de novos compostos. O monoterpeno 4-terpineol
(4TRP) demonstra agdo anticonvulsivante, sendo um potencial fairmaco antiepiléptico. O
surgimento de novas ferramentas da Bioinformdtica e da Biologia Computacional tem
possibilitado avaliar in silico provaveis interagdes entre biomoléculas, tais como candidatos a
farmacos e proteinas-alvo. Varios anticonvulsivantes atuam por meio de receptores do acido
y-aminobutirico (aminodcido GABA) e, além disso, o sistema GABAérgico constitui um dos
principais alvos estudados na Psicofarmacologia. A partir do indicativo experimental da
interacdo do 4TRP com essa via, este trabalho teve como objetivo contribuir no estudo dos
mecanismos de acdo do 4TRP por meio do docking molecular com modelos tridimensionais
de receptores do GABA tipo A (GABARS). As estruturas dos enantidmeros do 4TRP foram
obtidas na ZINC Database e foram utilizadas estruturas dos GABARs obtidas por meio de
modelagem comparativa. As simulacdes de docking molecular foram realizadas pelo
programa AutoDock 4.2 configurado para uso do algoritmo genético lamarckiano com os
parametros padrdo. Os complexos gerados foram ranqueados em ordem crescente de energia,
selecionados os dez primeiros para cada docking e analisados no programa Visual Molecular
Dynamics. Para o GABAAR alp2y2, o (-)4TRP exibiu a menor energia livre de ligacdo de -
6,25 kcal/mol, enquanto o (+)4TRP, -5,89 kcal/mol. Os melhores complexos sugeriram a
interagdo do 4TRP na por¢ao extracelular da subunidade y2, indicando um possivel sitio de
ligacdo. Em concordancia com dados experimentais previamente existentes, o sitio mostrou-
se diferente daquele dos benzodiazepinicos. No docking molecular com a subunidade 6, foram
obtidas para o (-) e (+)4TRP menores energias livres de ligagdo de -6,06 e -5,94 kcal/mol,
respectivamente. A subunidade y2 € expressa em seis subtipos do GABA 4R j4 identificados,
enquanto a subunidade § forma quatro subtipos extrassinapticos do receptor e, a partir desses
resultados, espera-se a interacdo do 4TRP com esses subtipos. A interacdo in silico do 4TRP
com os GABAARs, em conjunto com a evidéncia experimental da relacdo do farmaco com o
sistema GABAérgico e da sua atividade anticonvulsivante indicam que um possivel
mecanismo de acdo do 4TRP no sistema nervoso relaciona-se as subunidades y2 e 6 dos
GABARs. Esses resultados poderdo nortear futuros ensaios de investigagao da acdo do 4TRP
e de outros anticonvulsivantes.

Palavras-chave: Aminoacido GABA. Modelagem comparativa. Bioinformdtica. Epilepsia.
Psicofarmacologia.



ABSTRACT

Considering the current gap in Epilepsy treatments, which are ineffective in 30% of cases, it is
necessary to search for new compounds. The monoterpenoid terpinen-4-ol (4TRP) has
demonstrated anticonvulsant activity, becoming a potencial antiepileptic drug. The emergence
of new tools from Bioinformatics and Computational Biology has made it possible to evaluate
in silico interactions between biomolecules, such as drug candidates and target proteins.
Several anticonvulsant drugs act through y-aminobutyric acid receptors (GABAARS), the
major inhibitory neurotransmitter in nervous system. In addition, the GABAergic system is
one of the main targets studied in Psychopharmacology. There is a experimental evidence of
the 4TRP interaction with this pathway. This work aimed to contribute to the study of the
pharmacodynamics of 4TRP through molecular docking with three-dimensional models of the
GABARs. The 4TRP enantiomers structures were obtained from ZINC database. GABA RS
models obtained by comparative modeling were used in the docking simulations. Those were
performed by AutoDock 4.2 configured to use the Lamarckian Genetic Algorithm with
default parameters. The generated complexes were ranked in order of increasing energy,
selected the top ten for each docking and analyzed in Visual Molecular Dynamics. In the
docking with the GABAR al1B2y2 subtype, (-)4TRP showed the lowest free binding energy
of -6.25 kcal/mol. Whereas (+)4TRP had the lower free binding energy of -5.89 kcal/mol. The
best complex showed the interaction of 4TRP with the y2 subunit extracellular portion. This
suggests a putative binding site which is different from the benzodiazepine binding site, in
accordance with existing experimental data. In the molecular docking with the é subunit were
obtained for (-) and (+) 4TRP lower free binding energies of -6.06 and -5.94 kcal/mol,
respectively. The y2 subunit is expressed in six identified GABAAR subtypes wheareas the 6
subunit forms four GABA4R extrasinaptic subtypes. 4TRP is expected to interact with these
subtypes. The 4TRP in silico interaction with GABAaRs subtypes, as well as the
experimental evidence of its relationship with the GABAergic pathway and its anticonvulsant
activity indicates that a putative mechanism of action of 4TRP relates to the GABAARs y2
and O subunits. These results will guide future research on 4TRP pharmacodynamics and
other anticonvulsants.

Keywords: Terpinen-4-ol. y-aminobutiric acid. Comparative modeling. Bioinformatics.
Epilepsy. Psychopharmacology.
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1 INTRODUCAO

As espécies vegetais sdo uma potencial fonte de substancias ativas e os beneficios de
seu uso na medicina popular permitiram que muitos dos extratos ou substancias purificadas
fossem incorporados a terapéutica moderna (SOUZA et al., 2009). Os terpendides estdo entre
os principais componentes dos Oleos essenciais de plantas aromdticas e tém apresentado
diversas propriedades farmacoldgicas, inclusive com atividade demonstrada de vérios
monoterpenos no sistema nervoso central (SNC) (NOBREGA, 2012). Isso tem despertado o
interesse da comunidade cientifica no estudo dessas moléculas.

O monoterpeno édlcool 4-terpineol (4TRP) é um metabdlito secundério encontrado no
Oleo essencial de algumas espécies como Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel
(TIGHE; GAO; TSENG, 2013), Croton argyrophylloides Muell Arg (MORALIS et al., 2006) e
Alpinia zerumbet “Variegata” (MACEDO et al., 2013). O 4TRP tem diversas atividades
farmacoldgicas demonstradas como antimicrobiano (NINOMIYA et al., 2013a), antioxidante
(MORALIS et al., 2006), anti-inflamatério (NINOMIYA et al., 2013b) e antineoplasico (WU
etal.,2012).

No trabalho conduzido por Nobrega e colaboradores (2014), foi demonstrada atividade
anticonvulsivante do 4TRP por meio de ensaios comportamentais e eletrofisiolégicos. Pdde-
se inferir que essa atividade é relacionada direta ou indiretamente com a via de
neurotransmissdo mediada pelo acido y-aminobutirico (sistema GABAérgico), apresentando
sitio de ligacdo diferente que o dos benzodiazepinicos.

Além disso, o 4TRP foi capaz de inibir significativamente a corrente através dos
canais de s6dio dependentes de voltagem (Nav) nos ensaios in vitro (NOBREGA et al.,
2014). A relag@o com esses canais de sddio foi corroborada por meio de docking molecular in
silico realizado por Kundaikar e colaboradores (2015), que revelou a ligagao do 4TRP ao poro
do canal Nav 1.2.

A partir desses resultados, observa-se que o 4TRP tem grande potencial de uso no
tratamento de epilepsia, um conjunto de doencas resultantes de problemas na conducdo de
impulsos elétricos no cérebro, normalmente tratada com drogas anticonvulsivantes. A
epilepsia afeta de 0,5% a 1% da populagdo, porém apenas 70% dos pacientes diagnosticados
respondem bem aos tratamentos disponiveis (NINDS, 2016; WEBMD, 2016). Para o restante

dos pacientes, as drogas atuais se mostram inefetivas ou apresentam muitos efeitos
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indesejados, dai advém a grande necessidade de investigacdo de novos compostos
(NOBREGA et al., 2014).

Entretanto, para comprovacdo do real potencial do 4TRP, muitos aspectos da
farmacodinamica dessa substancia precisam ser melhor entendidos, bem como sua possivel
interacdo com o sistema GABAérgico e com os canais de sodio. A investigacdo do
mecanismo de acdo do 4TRP constitui, inclusive, uma estratégia para obtencdo de um
farmaco com menos efeitos adversos.

O 4cido y-aminobutirico (aminodcido GABA) prevalece no SNC como um
neurotransmissor inibitério que medeia a maioria dos seus efeitos através dos canais de
cloreto dependentes do GABA (GABAsR) (HEVERS; LUDDENS, 1998). Esses receptores,
do tipo ionotropico, sdo compostos por cinco subunidades idé€nticas ou homdlogas
envolvendo um canal seletivo para cloreto (Cl) modulado pelo GABA. Os mesmos
respondem a efeitos modulatérios de uma vasta gama de drogas como, por exemplo, os
benzodiazepinicos (SIGEL; STEINMANN, 2012).

A partir da Biotecnologia Moderna, tem se tornado possivel aprofundar os estudos
envolvendo sistemas vivos focando-se em alteracdes a nivel molecular. A Bioinformatica é
uma drea de conhecimento em ascensdo por disponibilizar ferramentas que permitem um
detalhamento nos resultados que ainda ndo € possivel por meio de ensaios laboratoriais e em
intervalos de tempo mais curtos, sdo os chamados ensaios in silico.

Para prever in silico interacdes moleculares envolvendo biomoléculas, inicialmente é
necessdrio ter o conhecimento de sua estrutura tridimensional. No caso de proteinas, essa
estrutura pode ser obtida experimentalmente ou por modelagem comparativa com outra
proteina homdloga, de estrutura tridimensional resolvida, que servird como molde
(JACKSON, 2003).

Quando conhecidas as estruturas, podem ser feitos ensaios de docking molecular com
determinados ligantes, predizendo assim informacdes sobre afinidade, sitio de ligacdo e
estrutura do complexo (JACKSON, 2003). De acordo com Guedes, Magalhdes e Dardenne
(2014), essa ferramenta € uma chave para o planejamento racional de farmacos, destacando-se
nas pesquisas relacionadas a biotecnologia.

Este trabalho teve como objetivo utilizar de ferramentas como a modelagem por
homologia e o docking molecular, para prever a interacio do monoterpeno 4-terpineol com

receptores ionotropicos GABAaR.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Utilizar ferramentas da Bioinformética de maneira a contribuir para o conhecimento
do mecanismo de a¢@o e possiveis sitios de ligacdo do monoterpeno 4-terpineol, relacionados

a sua atividade no sistema GABA¢érgico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Buscar e construir modelos tridimensionais de diferentes subtipos e subunidades do
receptor ionotropico do acido y-aminobutirico tipo A (GABAR);

e Avaliar e validar o modelo tridimensional tedrico da subunidade & obtido por meio de
modelagem comparativa;

e (Com auxilio da ferramenta GHECOM (Grid-based HECOMi finder), fazer busca de
possiveis sitios de ligacdo presentes no receptor;

e Realizar docking molecular semirrigido do GABAAR, subtipo al1B2y2, com os dois
enantidmeros do 4-terpineol;

e Simular docking molecular dos enantidmeros do 4-terpineol com a subunidade o;

e Analisar os resultados dos dockings com auxilio do programa Visual Molecular
Dynamics (VMD);

e Realizar alinhamento multiplo de sequéncias para verificar a conservacdo de

aminodcidos no provavel sitio de ligagdo em outras subunidades dos GABA4Rs.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 VISAO GERAL SOBRE EPILEPSIA E TRATAMENTOS

Epilepsia corresponde a um conjunto de desordens caracterizadas, principalmente, por
uma tendéncia 2 apresentacio de convulsdes recorrentes. E causada por alteragdes no padrio
de atividade elétrica cerebral que podem causar, além de convulsdo, variacdes no
comportamento e perda de consciéncia. Esses distirbios afetam de 0,5% a 1% da populagdo e
causam diversos impactos negativos na qualidade de vida dos acometidos. Apenas 70% dos
pacientes diagnosticados respondem bem aos tratamentos disponiveis (NINDS, 2016;
WEBMD, 2016). Dessa forma, novos esforcos para a descoberta de outras alternativas
terap€uticas € imprescindivel.

O tratamento dos sinais e sintomas da epilepsia resulta em custos econOmicos
significativos, principalmente por se tratar de uma doenga cronica (BEGLEY et al., 2000). O
problema torna-se ainda maior em paises em desenvolvimento e com grande desigualdade
social, como o Brasil. A relevancia do impacto econdmico relacionado a doenca justifica-se
ainda pelo elevado custo das drogas antiepilépticas (DAE) mais recentemente descobertas
quando comparadas as alternativas anteriores, as DAE de primeira e segunda geracdo
(NOBREGA, 2012).

Além do exposto, por se tratarem de drogas psicoativas, € importante o conhecimento
do mecanismo de acdo no Sistema Nervoso Central das DAE de maneira a desenvolver

alternativas que causem menos problemas, como tolerancia, dependéncia e efeitos colaterais.

3.2 DERIVADOS TERPENOIDES

Os terpendides estdo entre os principais componentes dos 6leos essenciais de algumas
classes de plantas. De forma geral, esses 6leos constituem-se principalmente de uma mistura
de substancias voldteis, lipofilicas e odoriferas (SIMOES ef al., 2001). Na literatura sdo
citadas vdrias propriedades dos Oleos essenciais, como: adstringentes, analgésicos,
antidepressivos, antipiréticos, antivirais, bactericidas, bacteriostaticos, béquicos, citofiléticos,
desodorantes, estimulantes, fungicidas, fungistiticos, imunoestimulantes e inseticidas

(KNAAK; FIUZA, 2010).
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Nessa mistura, quimicamente composta principalmente por terpendides ou
fenilpropandides, tais compostos apresentam-se em diferentes concentracdes. Normalmente, o
constituinte em maior concentragdo ¢ denominado ‘“composto majoritario”, enquanto os
outros constituintes podem se apresentar em concentragdes muito menores, menos de 1%,
sendo considerados “elementos tracos” (KNAAK; FIUZA, 2010; SIMOES et al., 2001).

O termo terpendide € utilizado para designar todas as substincias cuja origem
biossintética € derivada da condensacdo de unidades do isopreno que, por sua vez, € formado
a partir do dcido mevaldnico. Os terpendides dividem-se em classes que sdo denominadas
baseando no nimero de unidades de isopreno condensadas para sua formacgdo, podendo ser:
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e assim por diante (SIMOES et al.,
2001).

Os monoterpenos, formados por duas unidades de isopreno, sdo 0s compostos
terpendides mais frequentes nos 6leos voléteis, cerca de 90% da sua composi¢do. Esses
compostos apresentam algumas variacdes estruturais sendo classificados como aciclicos,
monociclicos ou biciclicos. Além disso, segundo a classificagdo quimica podem ser
hidrocarbonetos insaturados, alcodis, aldeidos, cetonas, lactonas e tropolonas (SIMC)ES et al.,
2001).

Muitos monoterpenos apresentam atividade sobre o SNC, variando desde sedativa,
antinociceptiva e antidepressiva. Muitos se apresentam, inclusive, como potenciadores da
neurotransmissdo mediada pelo GABA tornando-se possiveis farmacos ansioliticos ou
anticonvulsivantes. Entre alguns exemplos podem ser citados 0os monoterpenos cis-jasmona,
jasmim-lactona, 6xido de linalol, metil-jasmonato, S-(+)-carvona, (+)- e (-)-borneol que
atuam como potenciadores GABAérgicos (GRANGER et al., 2005; HOSSAIN et al., 2004;
SOUSA et al., 2007). Por outro lado, 0 monoterpeno a-tujona se apresenta como antagonista
ndo-competitivo de receptores do GABA (HOLD et al., 2000 apud PASSOS et al., 2009). No

Quadro 1 estdo representadas as estruturas quimicas de alguns monoterpenos.

3.2.1 Monoterpeno 4-terpineol

O 4-terpineol (4TRP), cujos enantidmeros estdo representados no Quadro 1, é um
monoterpeno dlcool encontrado no 6leo essencial de algumas espécies (Tabela 1) como
Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel (TIGHE; GAO; TSENG, 2013), Croton
argyrophylloides Muell Arg (MORAIS et al., 2006), Alpinia zerumbet (MACEDO et al.,
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2013), Alpinia speciosa K. Schum (SANTOS et al., 2011), Artemisia phaeolepis (HSOUNA

etal.,2013).
Quadro 1 - Estrutura quimica de alguns monoterpenos com atividade no Sistema Nervoso.
Et Me H
| 8 e
A o \CHZ
Hov e
O Me
T Mz s
cis-jasmona (S)-(+)-carvona (-)-borneol
Me Me
Me Me
L OH ——— OH
Me Me
(+)-4-terpineol (-)-4-terpineol
Fonte: ZINC Database (2016).
Tabela 1 - Porcentagem relativa do monoterpeno 4-terpineol na
composi¢do do 6leo essencial de algumas espécies vegetais.
Espécie Porcentagem do 4TRP Referéncia
| | | |
Melaleuca alternifdlia 30-48% ISO 4730:2004
Alpinia speciosa 37,62% SANTOS et al. (2011)
Alpinia zerumbet 17,43% MACEDO et al. (2013)
Artemisia phaeolepis 7,32% HSOUNA et al. (2013)
2,34% MORALIS et al. (2006)

Croton argyrophylloides

Fonte: Autoria prépria (2016).

Melaleuca alternifolia (Myrtaceae), mostrada na Figura 1, € uma planta originaria da
Australia conhecida comumente como "arvore de chd" (Tea Tree). Seu principal produto € o
6leo essencial que apresenta grande importincia medicinal por ter acdo bactericida e

antifingica comprovada, sendo utilizado principalmente por via tépica (OLIVEIRA et al.,
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2011). O 4TRP é o componente majoritdrio e principal composto responsavel por suas
propriedades medicinais (N()BREGA, 2012; TIGHE; GAO; TSENG, 2013).

Também exibida na Figura 1, a espécie Alpinia speciosa Schum (Zingiberaceae),
conhecida popularmente como "col6nia", é uma espécie vegetal originiria da Asia e com
ampla distribui¢cdo também na América do Sul. Seu 6leo essencial também apresenta o 4TRP
como componente majoritdrio e a espécie apresenta um histérico de uso no Nordeste
Brasileiro como um diurético no controle da hipertensao (MENDONCA et al., 1991).

O 4TRP também estd presente no Oleo essencial de Alpinia zerumbet “Variegata”
(Zingiberaceae). A planta (Figura 1) é origindria da Asia e conhecida popularmente como
gengibre-concha, cuité-acu, coldnia, entre vdrias outras denominacdes, suas utiliza¢des
variam desde planta ornamental ou uso na medicina popular. Dentre as propriedades
farmacoldgicas comprovadas destacam-se os efeitos hipotensor, antimicrobiano, estomaticas e
vermifugas (CORREA; LIMA; COSTA, 2010).

Figura 1 - Espécies vegetais cujo 6leo essencial tem a presenca do monoterpeno 4-terpineol.

=

(o) IO GRRN (b) ' :  / /A SO
Legenda: Exibidas na figura imagens da parte aérea das espécies: Melaleuca alternifolia (Myrtaceae) em (a),
Alpinia speciosa Schum (Zingiberaceae) em (b) e Alpinia zerumbet “Variegata” (Zingiberaceae) em (c).

Fonte: Planta medicinal (2016) e Top Tropicals (2016).

Existem diversas atividades farmacoldgicas demonstradas para o 4-terpineol como
antimicrobiano (HSOUNA et al., 2013; NINOMIYA et al., 2013a), antioxidante (MORAIS et
al., 2006), anti-inflamatério (NINOMIYA et al., 2013b), antineoplasico (WU et al., 2012),
anti-hipertensivo (LAHLOU et al., 2003), além de apresentar atividade depressora no SNC e
anticonvulsivante (SOUSA ez al., 2009; NOBREGA et al., 2014).

A atividade anticonvulsivante do 4TRP foi demonstrada por Nobrega e colaboradores
(2014) através do teste de convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) por meio de
ensaios comportamentais e eletroencefalograficos. Os autores também investigaram os
mecanismos moleculares envolvidos no efeito anticonvulsivante exercido pelo 4TRP através

do teste de convulsdes induzidas pelo acido 3-mercaptopropionico (3-MP), o qual € uma
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metodologia bem estabelecida para avaliagdo de drogas com efeito relacionado ao sistema
GABAérgico (MARES et al., 1993 apud NOBREGA et al., 2014).

Em seguida, a atividade do 4TRP foi avaliada também na presenca do flumazenil
(FLU) que é um antagonista seletivo para o sitio dos benzodiazepinicos nos receptores
GABA,. Os resultados obtidos levaram a concluir que a acdo do 4-terpineol estd direta ou
indiretamente relacionada ao sistema GABAérgico, porém sem atuar no mesmo sitio de
ligagio dos benzodiazepinicos (NOBREGA et al., 2014).

Além disso, o 4TRP foi capaz de inibir significativamente a corrente através dos
canais de s6dio dependentes de voltagem (Nav) nos ensaios in vitro (NOBREGA et al.,
2014). A relagdo com esses canais de sédio foi corroborada por meio de docking molecular in
silico realizado por Kundaikar e colaboradores (2015), que revelou a ligacdo do 4TRP ao poro
do canal Nav 1.2.

Ao se considerar a ampla diversidade de mecanismos envolvidos na neurotransmissao
mediada pelo 4cido gama-aminobutirico e sua extrema importancia para o desenvolvimento
de farmacos anticonvulsivantes, faz-se necessdrio o preenchimento dessa lacuna para o

melhor entendimento do mecanismo de acdo do monoterpeno 4-terpineol.

3.3 RECEPTORES DO ACIDO GAMA-AMINOBUTIRICO

O Acido Gama-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitério
presente no sistema nervoso de mamiferos e atua por meio de dois tipos de receptores: tipo A
e tipo B. Os receptores do GABA tipo A (GABAARS) sdo receptores ionotropicos formados
por cinco subunidades transmembrana idénticas ou homodlogas. Consistem em canais de
cloreto (CI) operados pela ligacdo de agonistas como o GABA. A abertura destes canais
permite a entrada de fons Cl na célula, tornando a por¢do intracelular da membrana mais
negativa, hiperpolarizando-a. Dessa forma, inibe a transmissdo do impulso nervoso
(BERGMANN et al., 2013; CURI, 2011; SIGEL; STEINMANN, 2012).

Os GABARs foram identificados inicialmente por serem ativados pelo GABA e pelo
agonista seletivo muscimol, bloqueados por bicuculina e picrotoxina e modulados por
benzodiazepinicos, barbitiiricos e outros depressores do sistema nervoso central (OLSEN;
SIEGHART, 2008). Esses receptores sdo envolvidos em vdrias fungdes importantes como
cognicdo, aprendizagem e memoria. Além disso, sua fun¢do também € relacionada a

desordens no SNC como epilepsia, ansiedade, esquizofrenia e depressao (BERGMANN et al.,
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2013). No Quadro 2 estdo representadas alguns compostos que interagem com esse tipo de

receptor.

Quadro 2 - Estrutura quimica de compostos que atuam por meio de GABARs.

Agonistas Antagonistas Moduladores

0

)‘I\/‘\/NH
HO 2

Acido y-aminobutirico Bicuculina Diazepam

. ) H
" . Q M \f/ Q
HaN*
NN e
-
a
Muscimol Picrotoxina Acido barbitirico

Fonte: ZINC Database (2016).

A superfamilia Cys-Loop de receptores operados por ligantes, que compreende 0s
GABAARs, € caracterizada por bloquear a conducdo de ions no estado de repouso, por meio
do bloqueio do canal no dominio transmembrana. A ligacdo dos agonistas na regido
extracelular induz uma mudanc¢a conformacional que ocasiona a abertura do canal, permitindo
a conducao de ions (BALI; AKABAS, 2007). A primeira estrutura tridimensional de um
GABAAR humano foi obtida por meio de cristalografia de raios-X por Miller e Aricescu
(2014).

A complexidade dos receptores do GABA, deve-se a existéncia de numerosas
subunidades diferentes, como mostra a arvore filogenética na Figura 2. Essas subunidades, em
humanos, sdo codificadas por 19 genes listados na Tabela 2, ignorando variantes de splicing,

até o momento sdo conhecidas seis subunidades alfa (al - 6), trés subunidades beta (1 - 3),
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trés subunidades gama (yl - 3), trés subunidades rho (pl - 3) e as subunidades épsilon (€),

delta (3), theta (0) e pi (r) (RICHTER et al., 2012).

Tabela 2 - Lista dos genes identificados que codificam subunidades dos GABAsRs

em Homo sapiens na base de dados de proteinas UniProtKB.

Subunidade Gene ID na UniProtKB

I al GABRAI P14867
a2 GABRA2 P47869

a3 GABRA3 P34903

a4 GABRA4 P48169

as GABRAS P31644

ab GABRAG6 Q16445

Bl GABRBI P18505

B2 GABRB2 P47870

B3 GABRB3 P28472

vl GABRGI1 Q8N1C3

v2 GABRG2 P18507

Y3 GABRG3 Q99928

pl GABRRI 014764

p2 GABRR2 P78334
p3 GABRR3 QIUNSS

A GABRD 000591

€ GABRE P24046

® GABRQ P28476
II GABRP ASMPY1

Fonte: Dados da UniProtKB (2016).
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Figura 2 - Arvore filogenética dos genes identificados que codificam as subunidades
constituintes dos GABARs.

@
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@
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® ©
® 06
b lp 0000
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Legenda: A maioria dos 19 genes identificados é organizada em quatro clusters nos cromossomos 4, 5, 15 e X.

A localizag@o dos genes nos diferentes cromossomos estd representada pelas cores na imagem. Acredita-se que o
agrupamento dos genes contribui na coordenagdo da expressido génica.
Fonte: Sigel e Steinmann (2012).

A composi¢ao dos GABAAR como heteropentameros € o principal fator responsavel
por sua complexa diversidade. Os vdrios subtipos existentes diferem em abundancia,
localizacgdo intracelular e localizac@o no sistema nervoso (OLSEN; SIEGHART, 2009).

O subtipo mais abundante do GABA AR encontrado no SNC ¢ a1p2y2. Esse subtipo
foi o primeiro a ser claramente identificado e a ter sua farmacologia conhecida (RENARD et
al., 1999). Existem varios registros de mutagdes na sequéncia das subunidades que formam
esse subtipo, muitas delas s3o relacionadas ao desenvolvimento de epilepsia
(MACDONALD; KANG; GALAGHER, 2010; WALLACE, 2001).

A imensa maioria (estima-se de 75-80%) dos GABARs no SNC contém a subunidade
v2. As subunidades y1 e y3 sdo mais raras, mas tem papel importante em regides especificas
provavelmente acopladas com outras subunidades também especificas. A subunidade al ¢ a
mais expressa das subunidades o, frequentemente co-localizada com B2 e y2. Juntas essas trés

subunidades formam um cluster no cromossomo 5 (Figura 2). Entre as subunidades B, a
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subunidade B2 ¢ a mais expressa enquanto a B1 ¢ a menos comum. A B3 ¢ significativamente
mais expressa no periodo perinatal do que no cérebro adulto (OLSEN; SIEGHART, 2008).

Enquanto subunidades como al, a6, 2, B3 e y2 tem sido encontradas concentradas
principalmente nas sinapses GABAérgicas (podem estar presentes nas membranas
extrassinapticas em menor concentra¢ao), as subunidades 6 foram detectadas exclusivamente
em regides extrassindpticas. Receptores contendo a subunidade & apresentam uma menor
condutancia e um tempo aberto muito mais longo, o que indica que a inibicao tonica presente
deve-se a ativacao persistente de GABAsRs contendo a subunidade 6 (OLSEN; SIEGHART,
2009).

Distirbios na fungdo sindptica e extrassindptica dos GABARSs, incluindo varias
mutacdes pontuais (MACDONALD; KANG; GALAGHER, 2010), implica em muitas formas
de epilepsia. Os 8-GABAARs constituem um importante alvo para o tratamento de formas
especificas da epilepsia, devido a necessidade de se manter niveis apropriados de inibicdo
tonica para o controle do comportamento elétrico no sistema nervoso (BRICKLEY; MODY,
2012).

Essa diversidade, caracteristica dos GABAaRs, oferece numerosas possibilidades de
intervencdo farmacoldgica refinada (SIGEL; STEINMANN, 2012), podendo levar ao
desenvolvimento de farmacos especificos para atuar em subtipos do receptor pré-

determinados.

3.4 MODELOS TRIDIMENSIONAIS

O nimero de proteinas com estrutura tridimensional (3D) conhecida tem aumentado
rapidamente, além disso, estruturas obtidas por meio da gendmica estrutural t€m se tornado
disponiveis em dominio publico. Esse aumento na quantidade de alvos estruturais deve-se,
inclusive, ao aperfeicoamento de técnicas para determinagdo de estruturas, como a
cristalografia de raios-X de alta resolu¢do. A partir de vdrios projetos de determinacao
massiva das estruturas tridimensionais, muitas proteinas vém sendo selecionadas a partir do
seu potencial terapéutico (KITCHEN et al., 2004).

A partir do sequenciamento dos genomas de diversas espécies e da identificacdo de
sequéncias de aminodcidos de indmeras proteinas, tem-se buscado maneiras de prever a
estrutura nativa de uma proteina a partir de sua sequéncia disponivel. De acordo com Capriles

e colaboradores (2014), “a fun¢do de uma proteina esta intimamente associada a sua estrutura
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tridimensional”. Dessa forma, um método que possibilite prever a estrutura a partir da
sequéncia € fundamental para o aproveitamento da imensa quantidade de informacdo
bioldgica disponivel (CAPRILES et al., 2014).

Uma proteina, em sua forma nativa, apresenta vdrios niveis de organizacdo que
constituem sua estrutura, como mostrado na Figura 3 (NELSON; COX, 2014). A estrutura
priméria consiste na sequéncia de aminoécidos, traduzida a partir do RNA mensageiro.
Ferramentas da bioinformética para prever genes e traduzir a sequéncia incluem o GeneMark
(Borodovsky Group, GaTech, USA). A estrutura secunddria de uma proteina é formada por
hélices-a, folhas-f e regides de loop. O PsiPred (UCL) é um exemplo de ferramenta de
predi¢do da estrutura secunddria. A estrutura tercidria da proteina € a estrutura tridimensional
de uma subunidade e a estrutura quaterndria consiste na jun¢do de subunidades em proteinas
multiméricas, como € o caso dos GABAARs. Programas e servidores como o SWISS-
MODEL (ExPASy), MODELLER (WEBB; SALI, 2014) e outros, foram implementados com
esse intuito de construir a estrutura tridimensional da proteina a partir da sequéncia priméria

por meio de modelagem comparativa ou “por homologia”.

Figura 3 - Niveis de organizacdo na estrutura molecular de uma proteina.

Estrutura
piiaria Estrutura

Pro quaternaria
Ala
Asp
Lys Estrutura Estrutura

Thr secundaria terciaria
Asn

Val
Lys
Ala
Ala
Trp
Gly
Lys
Val . ’ ;
Residuos de Cadeia polipeptidica Subunidades reunidas
aminoacidos

Legenda: A estrutura primdria € constituida da sequéncia de residuos de aminoacidos codificada pelo RNAm, a
cadeia peptidica. A estrutura secundaria ¢ formada pelo enovelamento da cadeia peptidica em o-hélices
(mostrado na figura) e folhas-B pregueadas. A estrutura terciaria forma-se a partir do dobramento da estrutura
secunddria, formando uma subunidade da proteina. Algumas proteinas sdo multiméricas, formadas por mais de
uma subunidade, apresentado a estrutura quaterndria que é formada pela juncdo das subunidades. As estruturas
tercidria e quaterndria compdem a estrutura tridimensional da proteina, essencial para a sua funcdo no
organismo.

Fonte: Nelson e Cox (2014).
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Segundo Martin (2003), a modelagem comparativa permite a constru¢do de um
modelo tridimensional de uma proteina cuja sequéncia de aminoécidos é conhecida, porém a
estrutura € desconhecida. Para isso, € usada como molde (template) outra proteina de
sequéncia e estrutura conhecida. Sdo utilizadas como molde proteinas homoélogas a proteina
alvo em questdo. Em virtude disso, a modelagem comparativa também ¢é denominada
modelagem por homologia (CAPRILES et al., 2014; MARTIN, 2003).

A principal razdo da utilizacdo da modelagem comparativa resulta do fato de que os
métodos experimentais disponiveis para determinacdo das estruturas, cristalografia de raios-X
e espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN), utilizam equipamentos caros e
consomem muito tempo (6 a 12 meses). Nesses métodos, € necessaria uma grande quantidade
de proteina purificada capaz de formar cristais de alta qualidade, para que seja possivel a
difracdo com alta resolugdo. As proteinas transmembrana (20% dos genomas eucarioticos)
sdo imensamente dificeis de cristalizar (MARTIN, 2003).

Por outro lado, a partir da sequéncia da proteina um modelo por homologia pode ser
obtido em pouco tempo utilizando servidores disponiveis on line. Determinar a qualidade do
modelo e refind-lo demora um tempo maior, mas ainda assim pode ser feito em semanas
(MARTIN, 2003).

Esse tipo de modelagem € ainda justificado pelo fato de que proteinas com sequéncias
primdrias com 30% de identidade podem ter sobreposi¢do de cadeias principais com Gtima
qualidade, com desvios de minimos quadrados (rmsd) de 2 A. Para proteinas idénticas, em
diferentes formas cristalinas, os valores de rmsd podem chegar a 0,7 A (CHOTHIA C. et al.,
1986 apud AMADOR, 2015). Essa conservacdo existente entre proteinas homodlogas é
perceptivel e assume-se que € devido ao pressuposto que a conservacdo da estrutura
tridimensional é fundamental para a manutengio da func¢do das proteinas (HOLTIE et al.,

2008).

3.5 DOCKING MOLECULAR

Segundo Jackson (2003), interagdes sdo a chave para entender os processos
bioldgicos, incluindo todos os processos metabdlicos e regulatérios. Determinar a estrutura
das interagcdes entre biomoléculas é muito importante para a compreensdo dos processos
bioldgicos a nivel molecular. O conhecimento das estruturas tridimensionais abre um leque de

possibilidades para intervencdo e manipulacdo de interacdes moleculares, através do design
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de farmacos com base em sua estrutura, mutagénese sitio-dirigida e engenharia da estrutura de
proteinas.

O processo de uma simulacdo de docking envolve a predi¢do da conformacgio e
posicionamento do ligante no sitio de ligagdo em uma biomolécula alvo (KITCHEN et al.,
2004). Jorgensen (1991) utiliza uma analogia da chave e fechadura para descrever o docking
molecular, no qual se busca descobrir a correta orientagdo da chave para obten¢do do melhor
encaixe, mais favordvel. No entanto, ao se levar em consideracdo a flexibilidade das
moléculas envolvidas no processo de docking, que geralmente se moldam uma a outra, uma

analogia mais adequada seria de um modelo semelhante ao encaixe mao e luva.

Figura 4 - Representacdo da formacdo do complexo proteina-ligante no docking molecular.

[Tag [E +1]aq

Legenda: Essa figura ilustra a ligagdo do inibidor Dmp323 a uma protease do HIV (PBD ID: 1BVE). A energia
livre de ligacdo (AG) ¢ relacionada a constante de afinidade de ligagdo (K,) e € utilizada para ranquear as
melhores solucdes no processo de docking in silico.

Fonte: Kitchen e colaboradores (2004).

Simulacdes de docking molecular in silico sao amplamente utilizadas para a predi¢ao
de complexos de biomoléculas na andlise da relacdo estrutura-funcio e no design molecular
(Figura 4). Existem dezenas de métodos efetivos para a realizacdo da simulacdo de docking,
incorporando diferentes maneiras de representacdo molecular, de avaliacio de energia de
ligacdo e de busca no espago conformacional. As ferramentas disponiveis possibilitam a
solucdo desse problema computacional complexo a partir de um tempo e esforco
computacional razoavel e vidvel (MORRIS et al., 2009).

Existem vdrios tipos de busca no espago conformacional utilizados para realiza¢do da
simulacdo de docking. Os algoritmos de busca sistemdtica sdo baseados em métodos
incrementais nos quais sao adicionados graus de liberdade (radicais) a molécula do ligante. Os
métodos estocdsticos incluem algoritmos de Monte Carlo e algoritmos genéticos, por
exemplo. Na busca estocdstica sdo feitas mudancas aleatérias no ligante ou em uma
populacdo de ligantes e as novas conformagdes obtidas passam por fungdes de avaliacdo

como forma de selecdao. Outro método de realizacdo de docking sao os métodos de simulacdo
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que incluem dinimica molecular e minimizacdo de energia (GUEDES; MAGALHAES;
DARDENNE, 2014; KITCHEN et al., 2004).

O programa AutoDock utiliza o método de busca estocdstica (KITCHEN et al., 2004),
por meio da implementacio de algoritmos genéticos para realizacio da busca por
conformagdes. Esse tipo de algoritmo baseia-se em conceitos provenientes do principio de
selecdo natural para abordar o problema computacional (LUCAS, 2002). O algoritmo ¢
iniciado com uma populagdo de individuos, que representam diferentes solug¢des. Cada
membro da populacdo € classificado a partir de um score e, a cada geracdo, novos individuos
sdo gerados por meio da recombinacdo entre aqueles com melhor score, mais bem adaptados.
A variabilidade na populacdo também € obtida por meio de mudancas aleatdrias (mutagdes).
A cada repeti¢cdo do processo hd uma nova geracdo de solucgdes, seguida de avaliagdo e
selecdo de tal maneira que a populacdo evolua para as melhores solucdes (GUEDES;
MAGALHAES; DARDENNE, 2014; JACKSON, 2003).

O Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) compde um hibrido com um método de
busca local, em uma alusido a teoria de Lamarck, sobre a hereditariedade de caracteristicas
adquiridas durante o tempo de vida de um individuo. Neste algoritmo, uma porcentagem
predefinida da populacdo é aleatoriamente escolhida para execu¢do de uma busca por 6timos
locais, de forma que a solucgdo resultante substitui a solug@o original na populacdo (GUEDES;

MAGALHAES; DARDENNE, 2014).
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4 METODOLOGIA

A metodologia utilizada consistiu dos seguintes passos: obtengdo da estrutura dos
ligantes e dos subtipos do receptor; preparo das estruturas e simula¢do de docking molecular;
busca de sitios ativos e avaliacdo dos complexos gerados.

Os ensaios de docking molecular in silico foram realizados em plataforma
computacional com processador Intel Core 15-4200U 1.60 GHz, memoéria RAM de 6GB,

utilizando o sistema operacional Ubuntu 16.04.

4.1 ESTRUTURA DOS LIGANTES

As estruturas tridimensionais de ambos os enantiomeros do 4-terpineol foram obtidas
na base de dados de pequenas moléculas, ZINC database, no formato de arquivo .mol2 e

estdo representadas no Quadro 3 com seus respectivos cédigos de acesso.

Quadro 3 - Estruturas tridimensionais dos ligantes utilizadas
para simulacdo de docking molecular.

Ligante Estrutura Cédigo de acesso
(-)-terpinen-4-ol e ZINC04262096
Me
= OH
Me
(+)-terpinen-4-ol e ZINC03861537
Mea
HQH
Mea

Fonte: ZINC database (2016).

Para realizacdo da simulacdo de docking molecular no programa Autodock Tools

1.5.6, € necessario que o ligante e a proteina estejam no formato de arquivo .pdbgt. Dessa
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forma, os arquivos .mol2 de ambos os ligantes foram convertidos para .pdbgt com o auxilio
do referido programa. Foram mantidas as cargas do arquivo .mol2, mesclados os hidrogénios

apolares e detectadas duas ligagdes rotaciondveis.

4.2 MODELO TRIDIMENSIONAL DO GABA4R (a1B2y2)

Como ponto de partida para a realizacdo das simulagdes de docking foi utilizado o
modelo de Bergmann et al. (2013) que representa a estrutura tridimensional de cadeia
completa do receptor de GABA 4, subtipo alB2y2, cuja visualiza¢do ¢ mostrada na Figura 5 .
O modelo foi obtido por meio de modelagem por homologia com a estrutura de raios-X do
canal de cloreto operado por glutamato (GluCl) de Caenorhabditis elegans (PDB ID: 3RIF) e
inclui informagdes adicionais da estrutura do canal i6nico dependente de ligante de Erwinia
chrysanthemii (ELIC) (PDB ID: 2VLO0).

O modelo selecionado, que representa a estrutura do canal no estado aberto,
apresentou 98,8% dos residuos em regides favordveis ou adicionalmente permitidas pelo
grafico de Ramachandran obtido no Procheck.3.5.4. Além disso, o mesmo foi validado pelos
autores a partir de dados experimentais de mutagénese sitio-dirigida (BERGMANN et al.,

2013).

Figura S - Visualizacdo do modelo do GABAAR
subtipo a1B2y2 no Visual Molecular Dynamics.

Legenda: A esquerda: vista superior do receptor mostrando as duas subunidades a; (cinza claro), as duas
subunidades B, (cinza escuro), a subunidade y, (preto), o diazepam (azul escuro) e o GABA (vermelho). A
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direita: vista lateral do receptor na qual podem ser visualizados o dominio extracelular (parte superior)
constituido principalmente por folhas beta, e o0 dominio transmembrana (parte inferior) formado por alfa-hélices.
Fonte: Autoria propria (2016).

O arquivo PDB com as coordenadas atdmicas do modelo foi disponibilizado para

download como anexo na publicagdo do artigo. O modelo foi entdo convertido para o formato
.pdbgt no programa Autodock Tools 1.5.6. Nessa etapa, foram adicionados os hidrogénios
polares normalmente omitidos nos arquivos .pdb e parametros de carga Kollman (WEINER et

al., 1984).

4.3 MODELAGEM DA SUBUNIDADE DELTA (3)

A sequéncia primaria da subunidade delta 6, obtida na base de dados UniProtKB (ID:
000591), foi submetida a modelagem no ModWeb (https://modbase.compbio.
ucsf.edu/modweb/). Foi selecionado o melhor modelo, que utilizou como template a estrutura
do GABAAR B3 humano obtida por Miller e Aricescu (2014) por meio cristalografia de raios-
X, com uma resolugdo de 2.97 A.0 template encontra-se depositado na base de dados Protein
Data Bank (PDB ID: 4COF). As sequéncias primdrias do alvo e do template compartilham
47% de 1dentidade.

As coordenadas atdmicas do modelo foram salvas em arquivo .pdb e a estrutura foi
avaliada por meio do QMEAN6 (BENKERT; SCHWEDE; TOSATTO, 2009), PROCHEK
(LASKOWSKI et al., 1993) e ProSA-web (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). Ap6s avaliado e
refinado, o modelo foi entdo convertido para o formato .pdbgt no programa Autodock Tools
1.5.6. Nessa etapa, foram adicionados os hidrogénios polares e parametros de carga Kollman

(WEINER et al., 1984), caracteristicas essenciais para os calculos de docking.

4.4 BUSCA DE SITIOS ATIVOS

A partir do arquivo .pdb dos modelos foi feita uma busca por possiveis sitios ativos
presentes na estrutura com o auxilio do GHECOM 1.0 (Grid-based HECOMi finder). Os

resultados gerados foram comparados com os resultados obtidos no docking molecular.
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4.5 DOCKING MOLECULAR

Foram realizadas simulacdes de docking semirrigido, no qual o receptor foi
considerado na sua estrutura rigida e os ligantes como flexiveis. Os cédlculos da simulacdo de
docking foram realizados pelo programa AutoDock 4.2 a partir dos arquivos .pdbgt do
receptor e dos ligantes.

O programa utilizado, AutoDock, compreende um conjunto de ferramentas para
docking concebidas para prever como moléculas pequenas, tais como substratos ou candidatos
a farmacos, se ligam a um receptor da estrutura tridimensional conhecida. Consiste em dois
programas principais: AutoGrid que calcula os grids que descrevem mapas de afinidade na
proteina alvo e o AutoDock que realiza o docking da molécula do ligante ao grid (THE
SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE, 2016).

Outro aspecto importante do AutoDock € que o mesmo tem se mostrado util para
realizar o blind docking, quando se conhece as estruturas do ligante e do receptor, mas a
localizacdo do sitio de ligacdo € desconhecida (HETENYI; SPOEL, 2006; IORGA, 2006;
THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE, 2016). Assim, como ndo havia informacao prévia
da localizacdo do sitio foi realizado esse tipo de docking.

O grid utilizado pelo AutoDock permite a pesquisa no grande espaco conformacional
a partir da avaliacdo rdpida da energia de ligacdo das conformacgdes testadas. O grid
corresponde a uma discretizacdo do espaco tridimensional em uma série elementos cubicos.
Uma sonda € colocada sequencialmente em cada ponto do grid e a energia de interagdo entre a
sonda e a proteina alvo é calculada. Esses valores sdo armazenados no grid gerando um mapa
de energia que ¢ utilizado durante a simulacdo de docking (JACKSON, 2003; MORRIS et al.,
2009).

Na simulacao de docking realizada, o grid foi configurado para abranger o médximo de
pontos (126x126x126) e foi posicionado de maneira a proporcionar uma cobertura do
dominio extracelular do receptor. Foram consideradas duas liga¢des rotaciondveis no ligante,
30 graus de liberdade vibracionais e 2 graus de liberdade torcionais.

A partir da combinacdo de um campo de for¢a empirico de energia livre com o
Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA), o AutoDock proporciona uma previsdo rapida de
conformagdes dos complexos com a predi¢ao das energias livres de associacdo (MORRIS et
al., 2009). O campo de forca utilizado calcula a energia de interacdo do ligante e da proteina e

a energia interna do ligante (KITCHEN er al., 2004).
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Os célculos realizados para docking e obtencdo dos complexos com menor energia
foram realizados por meio do LGA com os seguintes parametros: 10 000 réplicas, populacdo
de 150 individuos, 2500000 avaliacdes de energia, 27000 geracdes. As taxas de mutacdo e
cruzamento foram 0,02 e 0,8 respectivamente. Foram, entdo, gerados 10 melhores complexos

e ordenados com base no ranking de menor energia.

4.6 ALINHAMENTO ENTRE SEQUENCIAS DAS SUBUNIDADES y

Sabe-se que a conservacgao dos residuos de uma familia de proteinas frequentemente é
relacionada a sua funcdo, podendo envolver um sitio ativo ou de ligacdo. A informacgdo
evoluciondria pode indicar um epitopo funcional permitindo a identificacdo de residuos
importantes (JACKSON, 2003). A busca por essas regides de identidade, que se repetem,
frequentemente € feita por meio do alinhamento das sequéncias primérias das proteinas.

A partir da identificagdo por meio do docking da ligagdo do 4TRP com residuos
especificos na subunidade y2, foi feito o alinhamento multiplo da sequéncia dessa subunidade
com as outras subunidades y. Para isso, foi utilizado a ferramenta de alinhamento multiplo
webPRANK (Goldman Group Software). Foi feito o download do alinhamento multiplo
obtido e analisado no BioEdit v7.2.5.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DOCKING DO 4-TERPINEOL E O GABAJR alp2y2

A partir da simulac@o de docking entre o (-)-4-terpineol € 0 GABAAR al1B2y2, foram
gerados os dados mostrados na Tabela 3, ranqueados em ordem crescente de energia. A partir
desses resultados pode-se observar que a menor energia livre de ligacdo calculada para o (-)-
4-terpineol foi -6,25 kcal/mol, valor negativo que implica na afirmacdo que € mais

termodinamicamente favordvel a existéncia das moléculas em um complexo do que

separadas.
Tabela 3 - Resultado dos dez melhores complexos
do (-)-4-terpineol com o GABAAR alp2y2.
E ia li E i
Complexo ner?'a 1~vre de . nergia Ki Pontes de hidrogénio
ligacdo intermolecular
E: ASN101 ODI - <0> H18 E:
1 -6,25 kcal/mol -6,85 kcal/mol 26,21 uyM ASN101 HD21 - <0> O1
E: ASN101 ODI - <0> H18 E:
2 -6,23 kcal/mol -6,83 kcal/mol 27,19 uM ASN101 HD21 - <0> O1
E: ASN101 ODI - <0> H18 E:
3 -6,22 kcal/mol -6,82 kcal/mol 27,45 uM ASN101 HD21 - <0> Ol
E: ASN101 ODI - <0> H18 E:
4 -6,22 kcal/mol -6,82 kcal/mol 27,50 uM ASN101 HD21 - <0> Ol
B: THR206 OG1 - <0> H18 B:
5 -6,18 kcal/mol -6,78 kcal/mol 29,30 uM SER204 HG - <0> O1
B: THR206 OG1 - <0> H18 B:
6 -5,94 kcal/mol -6,54 kcal/mol 4422 uM SER204 HG - <0> O1
B: LEU88 O - <0> H18
7 -5,63 kcal/mol -6,22 kcal/mol 75,27 uM B: LEU118 HN - <0> Ol
B: LEU88 O - <0> H18
8 -5,56 kcal/mol -6,15 kcal/mol 84,58 uM B: LEU118 HN - <0> Ol
9 -5,48 kcal/mol -6,07 kcal/mol 96,67 uM  D: ASN110 OD1 - <0>H18
10 -5,23 keal/mol -5,82 keal/mol 147,57 M D¢ THR95 0 - <0> HIB

B: THRO9S - H <0> O1

Fonte: Autoria prépria (2016).

A andlise do docking no programa AutoDock Tools 1.5.6 permitiu ainda prever
ligacdes de hidrogénios com aminodcidos do receptor, também exibidas na Tabela 3. Dessa

forma, os quatro resultados mais bem ranqueados indicam a formagdo de duas pontes de
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hidrogénio entre o (-)4TRP e o residuo ASN101 da cadeia E, que no modelo de Bergmann et
al. (2013) corresponde a subunidade y2.

Andlise semelhante foi feita para a simulacdo de docking entre o outro enantidomero
(+)-4-terpineol e 0 mesmo modelo do receptor (Tabela 4). O resultado também evidencia uma
termodindmica favordvel do complexo, porém com um valor maior de energia livre de
ligacdo, de -5,89 kcal/mol. Da mesma forma que o (-)4TRP, os resultados melhor ranqueados

do (+)4TRP indicam a formacdo de pontes de hidrogénio com o residuo ASN101 da

subunidade y2.
Tabela 4 - Resultado dos dez melhores complexos
do (+)-4-terpineol com 0 GABAAR al1B2y2.
E ia livre d E i
Complexo “ergm 1~we € . nergia Ki Pontes de hidrogénio
ligacao intermolecular
' ' ' ' 'E: ASN101 OD1 - <0>H18

1 -5,89 kcal/mol -6,49 kcal/mol 47,81 uM E: ASN101 HD21 - <0> Ol
E: ASN101 OD1 - <0>H18

2 -5,88 kcal/mol -6,48 kcal/mol 49,0 uM E: ASN101 HD21 - <0> Ol
E: ASN101 OD1 - <0>H18

3 -5,7 kcal/mol -6,3 kcal/mol 66,01 uM E: ASN101 HD21 - <0> Ol
E:LYS 1050 -<0>H18

4 -5,6 kcal/mol -6,2 kcal/mol 78,33 uM E: ASN101 HD21 - <0> Ol

5 -5,59 kcal/mol -6,19 kcal/mol 79,25 uM E: ASN101 HD21 - <0> Ol
B: ALA108 O - <0>H18

6 -5,3 kcal/mol -5,9 kcal/mol 129,63 uM B: ASN110 HG - <0> Ol
B: ALA108 O - <0>H18

7 -5,29 kcal/mol -5,89 kcal/mol 131,53 uM B: ASN110 HG - <0> Ol
B: LEU88 O - <0> H18

8 -5,28 kcal/mol -5,88 kcal/mol 134,95 uM B: LEU118 HN - <0> Ol
B: LEU88 O - <0> H18

9 -5,24 kcal/mol -5,84 kcal/mol 143,23 uM B: LEUL1S HN - <0> O1
C: SER104 O - <0> H18

10 -5,15 kcal/mol -5,74 kcal/mol 168,84 uM C: SER104 HN - <0> Ol

Fonte: Autoria prépria (2016).

Nas Tabelas 3 e 4 sdo mostradas as constantes de dissociacdo (Ki) calculadas para os
complexos gerados. Segundo Kitchen e colaboradores (2004), o Ki ndo € essencial para
predi¢do da correta estrutura do complexo proteina-ligante, mas € uma importante informacao
para prever a atividade bioldgica. E possivel observar que a menor constante obtida para o (-
)JATRP foi de 26,21 uM, enquanto que para o (+)4TRP foi 47,81 uM. Esse resultado pode
sugerir que existe uma maior atividade do (-)4TRP em relacdo ao GABAAR alp2y2.
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No trabalho de Amador e colaboradores (2016), foi evidenciada in silico a
detoxificacdo do herbicida Metsulfuron por uma enzima da superfamilia das Glutationa-S-
transferases (GST) de arroz, através de uma metodologia semelhante, obtendo uma menor
energia livre de liga¢do entre o Metsulfuron e o modelo da OsGSTU4 de -3,74 kcal/mol.

O docking simulado no AutoDock 4.2 também foi utilizado anteriormente por Maia
(2013), para simular a interacdo entre algumas GST de Anopheles gambiae com inseticidas,
tais como Malation, DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano), carbaril, cipermetrina e CDNB (1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno), obtendo menores energias entre -9,16 e -3,24 kcal/mol.

Abreu (2015) também utilizou essa metodologia para avaliar atividade de uma
proteina PR-5 de Poncirus trifoliata, que teve atividade de beta-glucanase demonstrada pelo
docking com diferentes glucanas. Esses trabalhos reforcam a ideia da ampla gama de
aplicacdes da metodologia de docking in silico utilizada.

Os dez complexos gerados no docking de cada enantiomero foram salvos em formato
.pdbgt e visualizados no programa Visual Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY;
DALKE; SCHULTEN, 1996), foram entao listados os residuos de aminoacidos encontrados a

uma distancia inferior a 4,0 A da molécula do ligante, conforme mostrado nos Quadros 4 e 5.

Quadro 4 - Residuos a uma distancia inferior a 4,0 A do (-)-4-terpineol nos complexos com o
GABAAR a1B2y2 melhor ranqueados pelo AutoDock 4.2.

Complexo 1 Complexo 2 Complexo 3 Complexo 4 Complexo 5

A.a. Cad. A.a. Cad. A.a. Cad. A.a. Cad. A.a. Cad.
LEU31 E LEU31 E LEU31 E LEU31 E PHE99 B
LEU34 E LEU34 E LEU34 E LEU34 E HIS101 B
LEU35 E LEU35 E LEU35 E LEU35 E SER158 B
TYR38 E TYR38 E TYR38 E TYR38 E TYR159 B
LEUS87 E LEU87 E LEU87 E LEU87 E SER204 B
ASNI101 | E ASNI101 | E ASN101 E ASN101 [ E THR206 B
METI102 | E METI102 | E METI102 | E MET102 |(E TYR209 B
VALI03 | E VALI03 | E VAL103 E VAL103 | E TYR62 C
GLY104 |E GLY104 |E GLY104 |E GLY104 |E GLN64 C
LYS105 | E LYS105 | E LYS105 E LYS105 E MET105 C

Fonte: Autoria prépria (2016).
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Quadro 5 - Residuos a uma distancia inferior a 4,0 A do (+)-4-terpineol nos complexos com
0 GABAAR a1B2y2 melhor ranqueados pelo AutoDock 4.2.

Complexo 1 Complexo 2 Complexo 3 Complexo 4 Complexo 5
A.a. Cad. A.a. Cad. A.a. Cad. A.a. Cad. A.a. Cad.

LEU31 E LEU31 E LEU31 E LEU31 E LEU31 E
LEU34 E LEU34 E LEU34 E LEU34 E LEU34 E
LEU35 E LEU35 E LEU35 E LEU35 E LEU35 E
TYR38 E TYR38 E TYR38 E TYR38 E TYR38 E
LEU87 E LEU87 E LEU87 E LEU87 E LEU87 E
ASN101 | E ASN101 | E ASN101 E ASN101 | E ASN101 E
MET102 | E METI102 | E MET102 | E VAL103 | E VAL103 E
VAL103 |E VAL103 | E VALI103 E GLY104 |E GLY104 E
GLY104 |E GLY104 |E GLY104 E LYS105 E LYS105 E
LYS105 | E LYS105 | E LYS105 E ILE106 E ILE106 E

ILE106 E ILE133 E

Fonte: Autoria prépria (2016).

Os quatro melhores complexos sugerem a interagcdo do (-)4TRP na porcao extracelular

da subunidade y2, conforme mostrado na Figura 6, com uma distancia inferior a 4,0 A dos

aminodcidos Leu3l, Leu34, Leu35, Tyr38, Leu87, AsnlO1, Metl02, Vall03, Glyl04,

Lys105, maioria de natureza hidrofobica indicando um possivel sitio de ligacdo. Esses

aminodcidos encontram-se em um sitio de ligacdo diferente daquele dos benzodiazepinicos,

isso condiz com dados experimentais obtidos por Nébrega e colaboradores (2014). A Figura 7

mostra um dos sitios previstos pelo GHECOM 1.0, o grifico dos residuos que compdem cada

pocket na estrutura da subunidade y2 pode ser visualizado no Apéndice A (KAWABATA,

2010), este sitio coincide com o sitio de ligacdo previsto pelo docking molecular para o 4-

terpineol.
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Figura 6 - Visualizacdo primeiro resultado melhor ranqueado do docking do (-)-4-terpineol
contra o modelo do GABAAR a1B2y2 no Visual Molecular Dynamics.

(a) ()
Legenda: As imagens mostram a vista superior (a) e lateral (b) do complexo formado entre o 4-terpineol e o
receptor GABAAR a1B2y2. Na imagem ¢ evidenciado o possivel sitio de ligagdo do 4TRP (verde) na subunidade
v2 (mais escura), diferente dos sitios do diazepam (azul) e do GABA (vermelho).

Fonte: Autoria prépria (2016).

Figura 7 - Visualizacdo dos pockets (sitios de ligacao) previstos pelo GHECOM 1.0
(Rinacess <= 3) na subunidade y2.

P j-
i

S

- ' 2 - )
Legenda: O pocket destacado na cor lilds corresponde ao local de ligagdo para o 4TRP previsto pelo docking

molecular.
Fonte: Dados da pesquisa (2016).

As melhores conformagdes geradas puderam ser agrupadas em clusters. A
visualizagdo em detalhes das mesmas foi obtida com auxilio da interface grafica Pymol,

conforme mostrado nas Figuras 8 e 9.
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Na Figura 8 pode ser observado que no cluster mais bem ranqueado para o (-)4TRP
foram agrupadas quatro conformacdes, nas quais parece haver pouca variacdo no
posicionamento do ligante. Na Figura 9, por outro lado, observa-se uma maior variacio no
posicionamento do (+)4TRP no sitio, nas cinco conformacdes agrupadas no primeiro cluster.
Esse tipo de variacdo foi entdo melhor analisada por meio da medicdo de distancias entre os

atomos no complexo.

Figura 8 - Visualizacdo dos complexos melhor ranqueados gerados no docking do (-)4TRP
com o receptor GABAAR al BZyZ (primeiro cluster).

N o

© A
Legenda: Imagens geradas a partir da mesma perspectiva na interface grafica Pymol. O primeiro complexo
ranqueado € exibido em (a), o segundo em (b), o terceiro em (c) e o quarto em (d). Ocorrem apenas mudangas
ténues na conformagao do ligante (-)4TRP.
Fonte: Autoria propria (2016).

Figura 9 - Visualizacdo dos complexos melhor ranqueados gerados no docking do (+)4TRP
com o receptor GABAAR alBZyZ (prlmelro cluster).

(d)
Legenda: Imagens geradas a partir da mesma perspectiva na interface grifica Pymol. O primeiro complexo
ranqueado € exibido em (a), o segundo em (b), o terceiro em (c), o quarto em (d) e o quinto em (e). Nas imagens
pode-ser observado que o (+)4TRP apresentou maior variacdo de conformagdes que o (-) 4TRP.
Fonte: Autoria prépria (2016).
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5.1.1 Complexos com menor energia do (-)-4-terpineol e GABAAR a1p2y2

O primeiro dos complexos com menor energia do (-)-4-terpineol, ranqueado pelo

AutoDock, foi visualizado e avaliado no VMD (Figura 10).

Figura 10 - Representacdo do sitio de ligacdo do (-)-4-terpineol com o GABAAR a1B2y2 no
primeiro complexo do rank.

(a) (b)
Legenda: Podem ser observadas duas perspectivas do sitio (a) e (b), aminodcidos circunvizinhos e os dtomos
cuja distancia foi avaliada. O 4TRP ¢é representado na visualizacdo de bastdes, na cor ocre, e 0os aminodcidos
circunvizinhos, também em bastdes coloridos segundo o elemento quimico.

Fonte: Autoria prépria (2016).

A Figura 10 mostra detalhes do sitio de ligac@o, por meio da visualiza¢ido do (-)4TRP
no formato de bastdes, na cor ocre, assim como dos residuos de aminoacidos com atomos a

uma distancia inferior a 4 A do ligante. As distancias atdmicas calculadas sdo exibidas na

Tabela 5.

Tabela 5 - Distancias entre os dtomos de residuos do GABAAR a1B2y2 com relagdo ao
(-)4TRP no primeiro complexo do rank.

Atomos de residuos préximos Atomo do Ligante Distancia respectiva A)
ASN101: OD1 I H18 I 2,08 I
ASNI101: THD2 (0] 1,97

LYS105: O C7 3,00
LEU34: O C1 3,70
MET102: SD C9 3,79
LEU31: O Cc4 3,31

Fonte: Autoria prépria (2016).
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O mesmo procedimento foi feito para o segundo complexo do rank. Como pode ser
visualizado na Figura 11, que mostra detalhes do sitio de ligacdo, por meio da visualiza¢do do
(-)4TRP, na cor ocre , assim como dos residuos de aminoacidos contendo dtomos a uma

distancia inferior a 4 A do ligante. As distincias atdmicas calculadas sdo exibidas na Tabela 6.

Figura 11 - Representacio do sitio de ligacdo do (-)-4-terpineol
com 0 GABAAR 1272 no segundo complexo do rank.

(a) (b)
Legenda: Podem ser observadas duas perspectivas do sitio, aminodcidos circunvizinhos e os 4tomos cuja
distancia foi avaliada. O 4TRP ¢é representado na visualizacdo de bastdes, na cor ocre, e os aminodcidos
circunvizinhos, também em bastdes coloridos segundo o elemento quimico.

Fonte: Autoria propria (2016).

Tabela 6 - Distancias entre os 4tomos de residuos do GABAAR a1B2y2 com relacao
ao (-)4TRP no segundo complexo do rank.

Atomos de residuos préximos Atomo do Ligante Distancia respectiva A)
ASN101: OD1 I H18 I 1,92 I
ASNI101: ITHD2 (0] 2,07

LYS105: O C7 3,07
LEU34: O Cl1 3,87
MET102: SD C9 3,59
LEU31: O Cc4 3,18

Fonte: Autoria prépria (2016).

Na Figura 12 sdo mostrados detalhes do sitio de ligacdo no terceiro complexo do rank,

por meio da visualizagdo do (-)4TRP no formato de bastdes assim como dos residuos de
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aminodcidos com dtomos a uma distincia inferiora 4 A do ligante. As distancias atomicas

calculadas com referéncia a aminoacidos circunvizinhos sao exibidas na Tabela 7.

Figura 12 - Representacao do sitio de ligagcdo do (-)-4-terpineol
com 0 GABAAR a1B2y2 no terceiro complexo do rank.

(a) (b)
Legenda: Podem ser observadas duas perspectivas do sitio, aminoacidos circunvizinhos e os dtomos cuja
distancia foi avaliada. O 4TRP ¢é representado na visualizacdo de bastdes, na cor ocre, e os aminodcidos
circunvizinhos, também em bastdes coloridos segundo o elemento quimico.

Fonte: Autoria propria (2016).

Tabela 7 - Distancias entre os dtomos de residuos do GABAAR a152y2
com relagdo ao (-)4TRP no terceiro complexo do rank.

Atomos de residuos préximos Atomo do Ligante Distancia respectiva A)
ASN101: OD1 I H18 I 2,03 I
ASNI101: IHD2 (0] 1,97

LYS105: O C7 3,09
LEU34: O Cl 3,71
MET102: SD C9 3,61
LEU31: O C4 3,23

Fonte: Autoria prépria (2016).

5.1.2 Complexos com menor energia do (+)-4-terpineol e GABAAR a1p2y2

A mesma avaliagdo no VMD foi feita para os trés resultados melhor ranqueados no

docking do (+)-4-terpineol com o GABAAR a1B2y2. A Figura 13 mostra detalhes do sitio de
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ligacdo do primeiro complexo ranqueado, por meio da visualizacdo do (+)4TRP no formato
de bastdes (cor ocre) e dos residuos de aminoacidos com atomos a uma distancia inferiora 4

A do ligante. As distincias atdmicas calculadas sdo exibidas na Tabela 8.

Figura 13 - Representacdo do sitio de liga¢do do (+)-4-terpineol
com 0 GABAAR 18272 no primeiro complexo do rank.

(a) (b)
Legenda: Podem ser observadas duas perspectivas do sitio, aminodcidos circunvizinhos e os dtomos cuja
distancia foi calculada. O 4TRP € representado na visualizacdo de bastdes, na cor ocre, € 0os aminoicidos
circunvizinhos, também em bastdes coloridos segundo o elemento quimico.

Fonte: Autoria propria (2016).

Tabela 8 - Distancias entre os d&tomos de residuos do GABAAR al1p2y2
com relagdo ao (+)4TRP no primeiro complexo do rank.

Atomos de residuos proximos Atomo do Ligante Distancia respectiva A)
ASN101: OD1 I H18 I 1,81 I
ASN101: THD2 O1 2,01

LYS105: O C3 3,20
MET102: SD C10 3,64
LEU31: O C6 3,18

Fonte: Autoria propria (2016).

O mesmo procedimento foi feito para o segundo complexo do rank. Como pode ser
visualizado na Figura 14, que mostra detalhes do sitio de ligagdo . O (+)4TRP e os residuos
com 4tomos a uma distancia inferior a 4 A podem ser visualizados no formato de bastdes. As
distancias com relacdo a atomos de aminodcidos circunvizinhos calculadas tendo como

referéncia d&tomos do ligante s@o exibidas na Tabela 9.
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Figura 14 - Representacio do sitio de ligacdo do (+)-4-terpineol
com 0 GABAAR 1272 no segundo complexo do rank.

(a) (b)
Legenda: Podem ser observadas duas perspectivas do sitio, aminodcidos circunvizinhos e os dtomos cuja
distancia foi avaliada. O 4TRP ¢é representado na visualizacdo de bastdes, na cor ocre, e os aminodcidos
circunvizinhos, também em bastdes coloridos segundo o elemento quimico.

Fonte: Autoria propria (2016).

Tabela 9 - Distancias entre os dtomos de residuos do GABAAR a132y2
com relagdo ao (+)4TRP no segundo complexo do rank.

Atomos de residuos préximos Atomo do Ligante Distancia respectiva (A)
ASN101: OD1 I H18 I 1,87 I
ASN101: IHD2 O1 1,91

LYS105: O C3 3,32
LEU34: O Cl 3,73
MET102: SD C10 3,79
LEU31: O C6 3,18

Fonte: Autoria prépria (2016).

Na Figura 15 sdo mostrados detalhes do sitio de ligac@o no terceiro complexo do rank,
por meio da visualizacdo do (+)4TRP no formato de bastdes assim como dos residuos com
tomos a uma distancia inferiora 4 A do ligante. As distancias com relagdo a dtomos de
aminodcidos circunvizinhos calculadas tendo como referéncia atomos do ligante sdo exibidas

na Tabela 10.
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Figura 15 - Representacdo do sitio de ligacdo do (+)-4-terpineol
com 0 GABAAR a1B2y2 no terceiro complexo do rank.

(a) (b)
Legenda: Podem ser observadas duas perspectivas do sitio, aminodcidos circunvizinhos e os dtomos cuja
distancia foi avaliada. O 4TRP ¢é representado na visualizacdo de bastdes, na cor ocre, e os aminodcidos
circunvizinhos, também em bastdes coloridos segundo o elemento quimico.

Fonte: Autoria propria (2016).

Tabela 10 - Distancias entre os atomos de residuos do GABAAR a1p2y2
com relagdo ao (+)4TRP no terceiro complexo do rank.

Atomos de residuos préximos Atomo do Ligante Distancia respectiva A)
I ASN101: OD1 I H18 I 2,18 I
ASN101: IHD2 O1 1,82
LYS105: O C10 3,12
LEU87: CD2 C9 3,69
LEU31: O C4 3,28

Fonte: Autoria propria (2016).

Os resultados das distancias atbmicas previstas nos complexos analisados para ambos
enantidmeros indica uma melhor adaptagdo do (-)-4-terpineol ao sitio de ligacdo previsto, pela
robustez na previsdo da conformacdo. O (+)-4-terpineol, também se ligou a0 mesmo sitio
hidrofébico, porém apresentou uma conformacao diferente no terceiro complexo (rotacao).

Nos complexos avaliados foi observada a interagdo dos atomos do radical (-OH), em
ambos enantiomeros, com dtomos de hidrogénio e oxigénio da asparagina 101 a distancias de
aproximadamente 2 A, indicando a formacio de duas pontes de hidrogénio com esse residuo,
assim esse residuo pode ser assumido como um residuo ancora para a formacao do complexo

(AMADOR, 2015; BUENO; OLIVEIRA, 2015; OLIVEIRA; ARAUJO, 2012).
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Dentre os demais aminodcidos que compdem o sitio, encontram-se leucinas 31, 34, 35,
87, glicina 104 e valina 103 que apresentam cadeias laterais apolares (MORAES et al., 2013),
caracterizando um sitio de natureza hidrofébica. De acordo com Kitchen e colaboradores
(2004), sitios de ligacdo hidrofébicos sdo os alvos mais promissores para os cdlculos de
docking. Isso ocorre, principalmente, devido a ligacdo nesses sitios poder ser prevista pela
complementaridade de forma entre ligante e receptor e a existéncia metodologias robustas
disponiveis para esses casos.

Os resultados evidenciados por essas simulagdes de docking molecular permitiram
prever um possivel sitio de ligacdo do 4TRP na porgao extracelular da subunidade y2. Estima-
se que essa subunidade é expressa na imensa maioria dos receptores, de 75-80% dos
GABAARs presentes no sistema nervoso. Segundo Olsen e Sieghart (2008), além do
GABAAR alB2y2, ja foi identificada a presenca de pelo menos cinco outros subtipos cuja
formagao envolve a subunidade y2: a2py2, a3py2, a4py2, a5Py2, a6By2. Assim, espera-se que
0 4TRP interaja com esses outros subtipos.

Entretanto, tomando em consideracdo as interagdes alostéricas que influenciam a
abertura desse tipo de canal, o efeito e a poténcia da possivel ligacio do 4TRP pode ser
varidvel, dependendo das outras subunidades formadoras do receptor. Pode-se ter como
referéncia o trabalho de Hammer e colabores (2015), que avaliou a atividade da metaqualona
em diferentes subtipos de receptores GABAA. A metaqualona, embora possivelmente possa
atuar num sitio comum entre as subunidades a e 3, apresentou diferentes efeitos dependendo
das outras subunidades que compdem o receptor, podendo ter atuagdo de agonista, modulador
alostérico ou mesmo antagonista.

Levando em consideragdo o efeito inibitério no sistema nervoso da neurotransmissao
mediada pelo GABA (BERGMANN et al., 2013; CURI, 2011; SIGEL; STEINMANN, 2012),
o efeito demonstrado do (-)-4-terpineol como anticonvulsivante com mecanismo de agdo
relacionado a via GABAérgica (NOBREGA et al., 2014), esses resultados de docking
molecular indicam que um possivel mecanismo de acdo do 4TRP no Sistema Nervoso é
relacionado a subunidade y2 dos GABARs, por meio da ativacdo ou modulagdo positiva de
pelo menos um subtipo dos GABA sRs que contenha o sitio na y2.

Adicionalmente, foi feita uma busca de mutagdes presentes na sequéncia da
subunidade y2 relacionadas a quadros de epilepsia (MACDONALD; KANG; GALLAGER,
2010). Contudo, nenhuma das mutacdes listadas envolve aminoacidos do sitio ativo previsto
para o 4-terpineol. Investigacdes da influéncia dessas mutagdes na interacdo do 4TRP com o

sitio podem ser feitas posteriormente por meio de Dindmica Molecular.
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5.2 MODELO TEORICO DA SUBUNIDADE DELTA (§)

Por meio da metodologia de modelagem comparativa, foi possivel obter um modelo
teorico para a estrutura tridimensional da subunidade 6 do GABA R, exibido na Figura 16. O
modelo gerado € fiel a organizacdo topoldgica apresentada pelas subunidades dos GABARs.
De acordo com Sigel e Steinmann (2012), aproximadamente metade dos aminodcidos da
subunidade formam um dominio N-terminal hidrofilico extracelular (vermelho), seguido de
quatro sequéncias transmembrana (M1 - laranja; M2 - magenta; M3 - verde e M4 - amarelo).
Existe um loop intracelular (azul) envolvido em modulagdo por fosforilagdo e interagdo com
proteinas, situado entre as sequéncias M3 e M4. Ambas as extremidades, N-terminal e C-

terminal, sdo localizadas extracelularmente.

Figura 16 - Visualizagao no VMD do modelo obtido para a subunidade 6 do GABAR.

(a) (b)
Legenda: Visualizagdo em duas perspectivas (a) e (b) do modelo obtido para a subunidade 3, por meio de
modelagem comparativa. Em vermelho, estd representado o dominio N-terminal extracelular, em azul, a regido
de loop intracelular e nas cores laranja, magenta, verde e amarelo, as sequéncias transmembrana M1 a M4,
respectivamente.

Fonte: Autoria prépria (2016).

Na avaliagdo do modelo, por meio do PROCHEK (LASKOWSKI et al., 1993), foi

obtido o grafico de Ramachandran, mostrado no Gréfico 1. O modelo obtido apresentou
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93.7% dos residuos em regides energeticamente favordveis, 5,3% em regides permitidas,
0,5% em regides generosamente permitidas e apenas 0,5% em regides proibidas. Segundo
Laskowski et al. (1993), por meio grifico de Ramachandran, pode ser considerado um bom

modelo aquele que obtiver mais de 90% de seus residuos de aminodcidos situados nas regides

favoraveis (A, Be L).

Griafico 1 - Grafico de Ramachandran obtido para o modelo teérico da subunidade 6.
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Legenda: No grifico os residuos do modelo, exibidos como pequenos quadrados pretos, sdo classificados em

regides energeticamente favordveis (vermelho), regides permitidas (amarelo), regides generosamente permitidas

(creme) e regides proibidas (branco). No modelo avaliado 93.7% dos residuos encontram-se em regides

~b
a

energeticamente favoraveis.
Fonte: Dados da pesquisa.

A qualidade da estrutura obtida, estimada pelo grifico de Ramachandran, se
apresentou semelhante a do modelo de Bergmann et al. (2013), também utilizado em
simulacdes de docking neste trabalho.

Além do grafico acima representado, a qualidade do modelo foi também avaliada por
meio do QMEANG6, no qual o score obtido foi 0,604. O QMEANG6 € uma fun¢do de avaliacao
da qualidade absoluta do modelo por meio da relagdo de vdrias caracteristicas estruturais do
mesmo com estruturas obtidas experimentalmente de proteinas de tamanho semelhante. De
acordo com Benkert e colaboradores (2008), quanto mais proximo de 1 for o valor do

QMEAN, melhor a qualidade do modelo.

No célculo do “QMEAN Z score”, mostrado no Grafico 2, as caracteristicas do

modelo sdo comparadas com as de estruturas de cristalografia de raios-X de alta resolugdo,
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ndo redundantes, depositadas no PBD. Assim, QMEAN Z score permite estimar o grau de
proximidade do modelo com estruturas nativas, indicando se a qualidade € comparavel a de

estruturas experimentais (BENKERT et al., 2008; 2009).

Griafico 2 - Grifico de distribuicdo do QMEAN Z-score.
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Legenda: Os circulos em escala de cinza representam os scores do QMEAN para estruturas diferentes tamanhos
depositadas no PDB. O “x” em vermelho representa a plotagem do modelo da subunidade & proximo a estruturas
experimentais no PDB de tamanho similar.

Fonte: Dados da pesquisa.

A localizacdo do modelo no Grafico 2 e 0 QMEAN Z score de -1,93 condizem com o
comportamento das estruturas de proteinas transmembrana, que tendem a localizar-se em
regides de valores negativos do gréfico. Essas proteinas, como € o caso da subunidade
modelada, apresentam propriedades (interacdes atdomicas e solvatacdo) diferentes daquelas
apresentadas pelas proteinas soluveis, ndo seguindo a mesma distribuicio (BENKERT;
BIASINI; SCHWEDE, 2011).

No Grifico 3, € mostrado o resultado de Z-score obtido pela avaliacio do ProSA
(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007) que estima a qualidade global do modelo e mensura o desvio

da energia total da estrutura, sendo que valores que ultrapassam a variacdo de estruturas

nativas de protefnas indicam a presenca de erros no modelo. Como pode ser observado no
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Grifico 3, o modelo apresenta valores dentro do padrido das estruturas obtidas por

cristalografia de raios-X de proteinas com nimero de residuos, depositadas no PBD.

Grifico 3 - Grifico do Z-score global obtido no ProSA para o modelo da subunidade &
relacionado a estruturas depositadas no PDB.

Y-ray
m NMAR

Z-score

-15

200 400 GO0 BOO 1000
Number of residues

Legenda: O modelo da subunidade 6 é representado no grafico como o ponto na cor preta. As zonas sombreadas
representam a plotagem de todas as estruturas experimentais atualmente no PDB, a regido mais escura mostra as
estruturas de RMN e a mais clara as de cristalografia de raios-X.

Fonte: Dados da pesquisa.

As proteinas integrais de membrana, como o receptor estudado, sdo uma importante
classe de proteinas incluindo vérios outros tipos de receptores que atuam na sinalizacio
celular e transducdo de sinais, sendo alvos de varias drogas. Infelizmente, ainda existem
muitos desafios para determinacdo de sua estrutura através de metodologias como
cristalografia de raios-X ou por RMN. Essa classe de proteinas é igualmente dificil de
modelar in silico, devido a existéncia de poucas estruturas conhecidas, disponiveis como
molde (MARTIN, 2003).

Dessa forma, a obten¢do do modelo com essa qualidade foi apenas possivel a partir da

obtencdo recente da estrutura experimental do GABAAR homopentamero B3 humano

(MILLER; ARICESCU, 2014).
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5.3 DOCKING DO 4-TERPINEOL E SUBUNIDADE &

Os dados mostrados na Tabela 11 foram gerados a partir da simulagdo de docking
entre o (-)-4-terpineol e a subunidade 6 do receptor do GABA, e ranqueados em ordem
crescente de energia. A partir desses resultados pode-se observar que a menor energia livre de
ligacdo calculada para o (-)-4-terpineol foi -6,06 kcal/mol, valor negativo que indica que é
mais termodinamicamente favoravel a existéncia das moléculas em um complexo. Esse valor
de energia é maior que o obtido para a interacdo com o GABAAR al1B2y2, no qual a menor

energia de ligac@o na interacdo do (-)4TRP com a subunidade y2 foi -6,25 kcal/mol.

Tabela 11 - Resultado dos dez melhores complexos do (-)-4-terpineol com a subunidade 9.

E ia li E i
Complexo ner?'a ivre de . nergia Ki Pontes de hidrogénio
ligacdo intermolecular
1 -6,06 kcal/mol -6,65 kcal/mol 36,24 uM -
2 -6,05 kcal/mol -6,65 kcal/mol 36,70 uM -
3 -6,02 kcal/mol -6,61 kcal/mol 38,79 uM -
4 -5,99 kcal/mol -6,58 kcal/mol 40,87 uM -
5 -5,97 kcal/mol -6,56 kcal/mol 42,35 uM -
6 -5,93 kcal/mol -6,53 kcal/mol 44,81 uM -
7 -5,89 kcal/mol -6,49 kcal/mol 47,86 uM -
8 -5,85 kcal/mol -6,45 kcal/mol 51,24 uyM -
9 -4,53 keal/mol -5,12 keal/mol 47971 gm ASNA9 O -<0>HIS

ASN49 HN - <0> O1

10 -4,46 kcal/mol -5,05 kcal/mol 541,93 uM  GLU167 OE2 - <0> H18
Fonte: Autoria prépria (2016).

A partir da analise do docking no programa AutoDock Tools 1.5.6 ndo foi prevista a
formacdo de pontes de hidrogénios com aminodcidos do receptor nos primeiros oito
complexos do rank, diferentemente dos resultados do docking com o GABAR alf2y2, no
qual o (-)4TRP formou pontes de hidrogénio com o residuo ASN101 da subunidade y2.

Analise semelhante foi feita para a simulagdo de docking entre o outro enantidmero
(+)-4-terpineol € o modelo da subunidade o (Tabela 12). O resultado também evidencia uma
termodindmica favoravel do complexo, porém com um valor maior de energia livre de
ligacdo, de -5,94 kcal/mol. Essa energia de ligacio mostra-se proxima da obtida para a
interacdo do (+)4TRP com a subunidade y2, que foi de -5,89 kcal/mol. Ndo foi prevista a

formacao de pontes de hidrogénio nos quatro primeiros complexos do rank.
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Tabela 12 - Resultado dos dez melhores complexos do (+)-4-terpineol com a subunidade o.

Complexo Eneliiz;;;re de inteljrrll::)rliicz:llar Ki Pontes de hidrogénio

1 -5,94 kcal/mol -6,54 kcal/mol 4436 .M ]

2 -5,89 kcal/mol -6,49 kcal/mol 48,37 uM -

3 -5,88 kcal/mol -6,48 kcal/mol 48,85 uM -

4 -5,52 kcal/mol -6,12 kcal/mol 90,04 uM -
ILE200 HN - <0> O1

5 -5,2 kcal/mol -5,8 kcal/mol 154,0 uM ILE200 O - <0> HI18
ILE200 HN - <0> O1

6 -5,13 kcal/mol -5,73 kcal/mol 172,58 uM ILE200 O - <0> HI18

7 -4,72 kcal/mol -5,32 kcal/mol 346,61 uyM  LEU193 O - <0> H18

8 -4,72 kcal/mol -5,32 kcal/mol 345,79 uM LEU193 O - <0> H18

9 -4,62 kcal/mol -5,22 kcal/mol 407,94 uM  THR199 HG1 - <0> O1

10 -4,56 kcal/mol -5,16 kcal/mol 4552 uM  GLU167 OE2 - <0> H18

Fonte: Autoria prépria (2016).

Quadro 6 - Residuos a uma distancia inferior a 4,0 A do (-)-4-terpineol

nos complexos com a subunidade 6 melhor ranqueados pelo AutoDock 4.2.

Complexo 1 Complexo 2 Complexo 3 Complexo 4 Complexo 5
LEU 52 LEU 52 LEU 52 LEU 52 LEU 52
ALA 53 ALA 53 ALA 53 ALA 53 ALA 53
LEU 54 LEU 54 LEU 54 LEU 54 LEU 54
LEU 75 LEU 75 LEU 75 LEU 75 LEU 75
HIS 76 HIS 76 HIS 76 HIS 76 HIS 76
LEU 164 LEU 164 LEU 164 LEU 164 GLN 77
LEU 166 LEU 166 LEU 166 LEU 166 LEU 164
TRP 180 TRP 180 TRP 180 TRP 180 LEU 166
HIS 186 HIS 186 HIS 186 HIS 186 TRP 180
ILE 187 ILE 187 LEU 221 ILE 187 HIS 186
LEU 221 LEU 221 LEU 223 LEU 221 ILE 187
SER 222 LEU 223 SER 222 LEU 221
LEU 223 LEU 223 LEU 223

Fonte: Autoria prépria (2016).
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Os dez complexos gerados no docking de cada enantiomero foram salvos em formato
.pdbqgt e visualizados no programa VMD, foram entdo listados os residuos de aminodcidos

encontrados a uma distancia inferior a 4,0 A da molécula do ligante (Quadros 6 e 7).

Quadro 7 - Residuos a uma distncia inferior a 4,0 A do (+)-4-terpineol
nos complexos com a subunidade & melhor ranqueados pelo AutoDock 4.2.

Complexo 1 Complexo 2 Complexo 3 Complexo 4 Complexo 5
LEU 52 LEU 52 LEU 52 LEU 52 LEU 190
ALA 53 ALA 53 ALA 53 ALA 53 ASP 191
LEU 54 LEU 54 LEU 54 LEU 54 LEU 193
LEU 75 LEU 75 LEU 75 LEU 75 GLN 194
HIS 76 HIS 76 HIS 76 HIS 76 LEU 195
GLN 77 LEU 164 LEU 164 LEU 164 PHE 198
LEU 164 LEU 166 LEU 166 LEU 166 THR 199
LEU 166 TRP 180 TRP 180 TRP 180 ILE 200
TRP 180 HIS 186 HIS 186 HIS 186
HIS 186 ILE 187 LEU 221 ILE 187
ILE 187 LEU 223 SER 222 LEU 223
LEU 221 LEU 223
LEU 223

Fonte: Autoria prépria (2016).

Nos cinco melhores complexos € sugerida a interacdo do (-)4TRP com a subunidade 6
(Figura 17) a uma distancia inferior a 4,0 A dos aminoacidos Leu52, Ala53, Leu54, Leu75,
His76, Leul64, Leul66, Trp180, His186, Leu221, Leu223, maioria de natureza hidrofébica
indicando um possivel sitio de ligacdo. Conforme a Figura 18, o sitio coincide com um dos
sitios previstos pelo GHECOM 1.0. O grafico dos residuos que compdem cada pocket na

estrutura da subunidade 6 pode ser visualizado no Apéndice B (KAWABATA, 2010).
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Figura 17 - Visualizagado primeiro resultado ranqueado do docking do (-)-4-terpineol contra o
modelo da subunidade & do GABAAR no Visual Molecular Dynamics.

»

(a) ()
Legenda: Visualizacdo do sitio do 4TRP: localizagdo na subunidade (a) e em detalhes (b). O (-)-4-terpineol é
exibido na representacdo de van der Waals, na cor ocre, a subunidade representada na sua estrutura de hélices-a
e folhas-p, em azul. Os aminoacidos com dtomos que circundam o 4TRP numa distincia inferior a 4A sio
exibidos em vermelho.

Fonte: Autoria prépria (2016).

Figura 18 - Visualizacdo dos pockets (sitios de ligagc@o) previstos
pelo GHECOM 1.0 no modelo da subunidade 9.

(a) (b)
Legenda: Em (a) sdo mostrados possiveis sitios de ligagao previstos no GHECOM. Em (b) o pocket destacado
na cor verde corresponde ao local de ligag@o para o 4TRP previsto pelo docking molecular.
Fonte: Autoria prépria (2016).
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5.3.1 Complexos com menor energia do (-)-4-terpineol e subunidade 6

O primeiro dos complexos com menor energia do (-)-4-terpineol, ranqueado pelo

AutoDock, foi visualizado e avaliado no VMD (Figura 19).

Figura 19 - Representacio do sitio de ligacdo entre (-)-4-terpineol

e subunidade 6 no primeiro complexo do rank.

(b)
Legenda: Podem ser observadas duas perspectivas do sitio (a) e (b), aminodcidos circunvizinhos e os dtomos
cuja distancia foi avaliada. O 4TRP € representado na visualizacdo de bastdes, na cor ocre, e 0os aminoacidos
circunvizinhos, também em bastdes coloridos segundo o elemento quimico.

Fonte: Autoria propria.

A Figura 19 mostra detalhes do sitio de liga¢do, por meio da visualizacdo do (-)4TRP
no formato de bastdes assim como dos residuos de aminoacidos com atomos a uma distancia

inferior a4 A do ligante. As distancias atOmicas calculadas s3o exibidas na Tabela 13.

Tabela 13 - Distancias entre os dtomos de residuos da
subunidade 6 com relacdo ao (-)4TRP no primeiro complexo do rank.

Atomos de residuos proximos Atomo do Ligante Distancia respectiva A)
HIS186: NE2 I C3 I 3,21 I
HIS76: O C1 3,13
LEU221: O C9 3,53
LEUS52: CD2 Ol 2,78

Fonte: Autoria prépria (2016).
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O mesmo procedimento foi feito para o segundo complexo do rank, como pode ser
visualizado na Figura 20, que mostra detalhes do sitio de ligacdo. As distancias atdmicas

calculadas sdo exibidas na Tabela 14.

Figura 20 - Representacio do sitio de ligacdo entre (-)-4-terpineol
e subunidade & no segundo complexo do rank.

(a) (b)
Legenda: Podem ser observadas duas perspectivas do sitio, aminoacidos circunvizinhos e os dtomos cuja
distancia foi avaliada. O 4TRP ¢é representado na visualizacdo de bastdes, na cor ocre, ¢ os aminoacidos
circunvizinhos, também em bastdes coloridos segundo o elemento quimico.

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 14 - Distincias entre os atomos de residuos da subunidade
d com relag@o ao (-)4TRP no segundo complexo do rank.

Atomos de residuos préximos Atomo do Ligante Distancia respectiva A)
HIS186: NE2 I C3 I 3,24 I
HIS76: O Cl 3,13
LEU221: O (6] 3,72
LEUS52: CD2 (0] 2,84

Fonte: Autoria prépria (2016).

Na Figura 21 sdo mostrados detalhes do sitio de ligacdo no terceiro complexo do rank,
do (-)4TRP no formato de bastdes assim como dos residuos de aminoacidos com atomos a

uma distancia inferior a 4 A do ligante. As distancias atdmicas sdo exibidas na Tabela 15.
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Tabela 15 - Distancias entre os dtomos de residuos da subunidade 6 com relacio ao (-)4TRP
no terceiro complexo do rank.

Atomos de residuos préximos Atomo do Ligante Distancia respectiva (A)
HIS186: NE2 I C3 I 3,28 I
HIS76: O Cl 3,17
LEU221: O C9 3,54
LEU52: CD2 0O1 2,83

Fonte: Autoria prépria (2016).

Figura 21 - Representacio do sitio de ligacdo entre (-)-4-terpineol

e subunidade J no terceiro complexo do rank.

(a) (b)
Legenda: Podem ser observadas duas perspectivas do sitio, aminoacidos circunvizinhos e os 4tomos cuja
distancia foi avaliada. O 4TRP ¢é representado na visualizacdo de bastdes, na cor ocre, ¢ os aminodcidos
circunvizinhos, também em bastdes coloridos segundo o elemento quimico.

Fonte: Autoria propria.

5.3.2 Complexos com menor energia do (+)-4-terpineol e subunidade o

A mesma avaliacio no VMD foi feita para os trés resultados melhor ranqueados no
docking do (+)-4-terpineol com a subunidade & do GABAR. A Figura 22 mostra detalhes do
sitio de ligacdo do primeiro complexo ranqueado, por meio da visualizagdo do (+)4TRP no
formato de bastdes assim como dos residuos de aminoacidos com atomos a uma distancia

inferior a 4 A do ligante. As distincias atdmicas calculadas sdo exibidas na Tabela 16.
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Figura 22 - Representacao do sitio de ligac@o entre (+)-4-terpineol e subunidade
d no primeiro complexo do rank.

(a) (b)
Legenda: Podem ser observadas duas perspectivas do sitio, aminodcidos circunvizinhos e os dtomos cuja
distancia foi calculada. O 4TRP € representado na visualizacdo de bastdes, na cor ocre, € os aminodcidos
circunvizinhos, também em bastdes coloridos segundo o elemento quimico.

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 16 - Distincias entre os atomos de residuos da subunidade
0 com relagdo ao (+)4TRP no primeiro complexo do rank.

Atomos de residuos préximos Atomo do Ligante Distancia respectiva (A)
I HIS186: NE2 I C7 I 3,49 I
HIS76: O Cl 3,23
LEU164: O C10 3,74
LEU52: CD2 (0] 3,00

Fonte: Autoria propria (2016).

O mesmo procedimento foi feito para o segundo complexo do rank. Como pode ser
visualizado na Figura 23, que mostra detalhes do sitio de ligacdo, por meio da visualizacdo do
(+)4TRP e dos residuos de aminoacidos circunvizinhos. As distidncias atdmicas calculadas sao

exibidas na Tabela 17.
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Figura 23 - Representacdo do sitio de ligacdo entre (+)-4-terpineol
e subunidade & no segundo complexo do rank.

(@ (b)
Legenda: Podem ser observadas duas perspectivas do sitio, aminodcidos circunvizinhos e os 4tomos cuja
distancia foi avaliada. O 4TRP ¢é representado na visualizacdo de bastdes, na cor ocre, ¢ os aminoacidos
circunvizinhos, também em bastdes coloridos segundo o elemento quimico.

Fonte: Autoria propria.

Tabela 17 - Distancias entre os atomos de residuos da subunidade
0 com relagdo ao (+)4TRP no segundo complexo do rank.

Atomos de residuos préximos Atomo do Ligante Distancia respectiva (A)
I HIS186: NE2 I Cc7 I 3,17 I
HIS76: O Cl 3,05
LEU164: O C9 3,85
LEU75: CD1 (0] 3,09

Fonte: Autoria propria (2016).

Na Figura 24 sdo mostrados detalhes do sitio de ligac@o no terceiro complexo do rank,
por meio da visualizacdo do (+)4TRP no formato de bastdes assim como dos residuos de
aminodcidos com dtomos a uma distancia inferior a 4 A do ligante. As respectivas distincias

atomicas calculadas sdo exibidas na Tabela 18.
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Figura 24 - Representacao do sitio de ligacdo entre (+)-4-terpineol
e subunidade d no terceiro complexo do rank.

(a) (b)
Legenda: Podem ser observadas duas perspectivas do sitio, aminoacidos circunvizinhos e os atomos cuja
distancia foi avaliada. O 4TRP ¢é representado na visualizagdo de bastdes, na cor vermelha, e os aminoacidos
circunvizinhos, também em bastdes coloridos segundo o elemento quimico.

Fonte: Autoria propria.

Tabela 18 - Distincias entre os atomos de residuos da subunidade
0 com relag@o ao (+)4TRP no terceiro complexo do rank.

Atomos de residuos préximos Atomo do Ligante Distancia respectiva A)
HIS186: NE2 I () I 3,10 I
LEU75: CB Cl1 3,60
LEU164: O C9 3,30
LEUS52: CD2 0] 2,86

Fonte: Autoria prépria (2016).

Segundo Olsen e Sieghart (2008), foi identificada a presengca de quatro subtipos
diferentes de receptores do GABA, que apresentam a subunidade 6 na formagdo do canal:
0429, a4p390, a6P2d, a6P3d. Esses receptores, diferentemente daqueles que tem a subunidade
v2 na sua formacdo, apresentam localizagdo exclusivamente extrassindptica (BRICKLEY;
MODY, 2012). Outra caracteristica importante dos receptores formados pela subunidade J, ¢
a de ndo serem sensiveis aos benzodiazepinicos, por ndo apresentarem o sitio de ligacdo na
interface a-/y2 (SIGEL, 2002).

Os subtipos dos GABARs 0436 e a6B6 apresentam uma modulagdo significativa por
drogas ndo benzodiazepinicas e existem evidéncias que tanto os GABA ARs com a subunidade
v2 como 0os GABAARs com a subunidade o estdo claramente presentes e sdo fisiologicamente

relevantes. Um aspecto importante dos receptores extrassindpticos, como 0s 0-GABAxRs, é
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que muitos deles apresentam uma alta afinidade para o GABA e sdo resistentes a
dessensibilizacdo, isso determina seu papel na inibi¢do tonica (OLSEN; SIEGHART, 2008).

Adicionalmente, o neurotransmissor GABA tem uma menor eficicia nesses
receptores, 0 que oOs torna mais suscetiveis a modula¢do alostérica por drogas nao
benzodiazepinicas (BELELLI et al., 2005; BROWN et al., 2002; OLSEN; SIEGHART,
2008). Essas drogas promovem, através dos canais extrassindpticos, uma maior transferéncia
de cargas que provocam a hiperpolarizagdo. Assim, diferentemente do que se acreditava, a
acdo de algumas importantes drogas parece envolver, em maior grau, a modula¢do dos
receptores extrassindpticos ao invés daqueles presentes nas sinapses (OLSEN; SIEGHART,
2008).

Similarmente ao realizado para o possivel sitio na y2, foi feita uma busca por
mutacOes relacionadas a epilepsias genéticas que envolvem alteragdes na sequéncia de
aminoacidos da subunidade 8 (MACDONALD; KANG; GALLAGER, 2010). Nao foram
encontradas mutacdes nos aminodcidos do possivel sitio de ligacdo do monoterpeno 4-
terpineol previsto nem na subunidade y2 nem na subunidade 6.

Na Tabela 19 sdao exibidas as menores energias livres de ligacdo obtidas pelo
AutoDock 4.2 nas diferentes simulagdes de docking molecular realizadas. Pode-se observar
que a menor energia foi obtida no complexo do (-)4TRP com a subunidade y2, de -6,25
kcal/mol. No geral o (+)4TRP apresentou energias de ligacdo mais altas que o outro
enantidmero, com ambas as subunidades. Contudo, o complexo entre o (+)4TRP e a
subunidade 6 apresentou energia livre de ligacdo ligeiramente menor, -5,94 kcal/mol, que seu

complexo com a subunidade y2. Esses valores influenciam na afinidade dos ligantes.

Tabela 19 - Menores energias livres de ligacdo estimadas nas simulagdes de docking
molecular entre os diferentes enantidomeros do 4TRP e diferentes subunidades.

Menor energia livre de ligacao estimada

Enantiomero

Subunidade y2 Subunidade &
(-)-4-terpineol -6,25 kcal/mol -6,06 kcal/mol
(+)-4-terpineol -5,89 kcal/mol -5,94 kcal/mol

Fonte: Autoria prépria (2016).

Essa metodologia de simulacdo de docking no AutoDock também foi utilizada por

Iorga e colaboradores (2006), por meio do blind docking dos moduladores alostéricos
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galantamina, codeina e eserina contra modelos dos receptores nicotinicos da acetilcolina,
obtendo diferentes sitios de ligacdo mostrando diferentes afinidades para os ligantes.

Hetenyi e van der Spoel (2006) utilizaram o AutoDock para o docking entre varios
ligantes e diferentes proteinas com conformagdes depositadas no PDB. A partir da
comparacdo do modo de ligacdo determinado experimentalmente para os ligantes, os autores
observaram que, na maioria dos casos, as conformacdes melhor ranqueadas pelo AutoDock
corresponderam ao modo de ligacdo "nativo" entre ligante e proteina.

O exposto reforca a ideia do potencial do 4-terpineol como droga antiepiléptica,
indicando que o mecanismo de agdo pode envolver tanto os receptores extrassinapticos o-
GABAARs, como os receptores de localizacdo sindptica e extrassindpica cuja formacgdo
envolve a subunidade y2.

De acordo com Hetenyi e van der Spoel (2006), o blind docking, em combinacdo com
técnicas experimentais como mutagénese sitio-dirigida, pode ser uma ferramenta ttil no
mapeamento de sitios de ligacdo de candidatos a farmacos ou, até mesmo, para a selecao de
novas proteinas alvos para as drogas ja existentes.

Outros ensaios de docking in silico poderdao ser realizados futuramente, para
investigacdo de outros possiveis sitios para o 4-terpineol e outros compostos candidatos a
farmacos. Adicionalmente, por meio de experimentos de mutagénese sitio-dirigida, os

resultados tedricos obtidos neste trabalho poderdo ser confirmados.

5.4 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DAS SUBUNIDADES y

Segundo Jackson (2003), a conservacdo dos residuos em proteinas de uma mesma
familia é frequentemente relacionada a manutencdo da func¢do. Podendo ser sitio ativo em
uma enzima ou sitio de ligacdo em um receptor. Dessa forma, a informacdo evoluciondria,
muitas vezes obtida por meio de alinhamento de sequéncias primdrias, pode delinear um
epitopo funcional permitindo a identificacdo de residuos importantes para ligacao de pequenas
moléculas e funcdo da enzima ou receptor.

A Figura 25 mostra um alinhamento obtido entre as sequéncias primdrias das trés
subunidades y, com destaque para o sitio de ligacdo do 4TRP evidenciado pela simulagdo de

docking molecular.
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Figura 25 - Alinhamento multiplo entre as sequéncias primarias
dos trés tipos de subunidade y humanos identificados.
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Gama 3 RSREKVEEDEY EDSSSHQEWW LAPKSQDTDY TLILNKLLRE ¥DKKLRPDIG
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S FETEN TR PR BETERY FEEEY B PR IR e
360 37e 380 398 408
Gama 2 RE--c-vceee wcccecncne coeew---AT IQMNNATHLD ERDEEYGYEC
Gama 1 GS-------n -e--e-m--e - ------TL IPMNNISWFQ E- -DDYGEYQC
Gama 3 DSSRWIFERI SLQAFSNYSL LDMRPPPTAM ITLNNSWVYWQ EFEDTCWYEC
o R Y ) UEEETY FEETY BT PR TR e
418 428 438 44 458
Gama 2 LDGKDCASFF CCFEDCRTGA WRHGRIHIRI AKMDSYARIF FPTAFCLFNL
Gama 1 LEGKDCASFF CCFEDCRTGS WREGRIHIRI AKIDSYSRIF FPTAFALFNL
Gama 3 LDGKDCQSFF CCYEECKSGS WRKGRIHIDI LELDSYSRVF FPTSFLLFNL
N
Gama 2 VYWV EY LYL
Gama 1 VYWV EY LYL
Gama 3 VYWVGEYLYL

Legenda: Os residuos destacados em azul correspondem aos residuos que se mostraram a uma distancia inferior
a4,0 A com relacdo ao 4TRP no docking com o GABAAR alp2y2. Observa-se que os mesmos residuos sao
conservados na sequéncia da subunidade y1, porém ha troca de uma lisina por uma leucina (destacada em
vermelho) na subunidade y3 na posi¢do 108 do alinhamento.

Fonte: Autoria prépria (2016).
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Embora os niveis de expressdo, localizacdo e funcido das subunidades y diferirem de
forma significativa (OLSEN; SIEGHART, 2008), por meio do alinhamento, pode ser
observado um alto grau de identidade entre suas sequéncias primdrias. A identidade entre as
subunidades y1 e 2 ¢ de 79% e similaridade de 88%. Enquanto que as subunidades y2 e 3
compartilham 67% de identidade e 83% de similaridade.

Com relagdo ao sitio de ligagdo previsto para o 4TRP na subunidade y2, o alinhamento
exibe que os aminodcidos que o compdem se conservam na estrutura primaria da subunidade
v1. A subunidade y3, entretanto, apresenta na sua sequéncia primdria a troca de uma lisina por
uma leucina na posi¢do 108 das sequéncias alinhadas. A influéncia dessa alterac@o na ligacao
do 4TRP poderé ser posteriormente investigada por meio de ferramentas bioinformaticas, bem
como a manutencdo de um modo de ligagdo semelhante na subunidade y1, cujos residuos do

sitio sdo conservados.
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6 CONCLUSOES

A partir da andlise dos dados obtidos, considerando os aspectos da metodologia

utilizada e do sistema em estudo, pode ser concluido:

* Por meio da metodologia de modelagem comparativa, baseada na homologia, foi
possivel obter um modelo tedrico valido da estrutura tridimensional da subunidade
delta (8) dos receptores de GABA tipo A (GABAARS);

*  Ambos os enantidmeros do monoterpeno 4-terpineol se ligaram as subunidades y2 e 6
dos GABAARS;

= O (-)-4-terpineol apresentou menores valores de energia livre de ligacio estimadas nas
simulacdes de docking molecular, o que pode indicar uma melhor afinidade desse
enantidmero com relacio aos subtipos e subunidades dos GABA 4sRs estudados;

= Nas simulacdes de docking realizadas, foi observada a ligacdo do 4-terpineol a sitios
predominantemente hidrofébicos;

* Em concordancia com dados experimentais previamente existentes, o 4-terpineol
apresentou sitio de ligacdo diferente daquele dos benzodiazepinicos;

* A interacdo in silico do 4-terpineol com os GABAARs, em conjunto com a evidéncia
experimental da sua atividade anticonvulsivante relacionada ao sistema GABAérgico,
indica que um possivel mecanismo de acdo do 4-terpineol no sistema nervoso

relaciona-se as subunidades y2 e & dos GABARs.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho complementam o estudo anterior realizado por
Noébrega (2012), na avaliacdo do potencial do 4-terpineol como farmaco antiepiléptico.
Contudo, ainda hd muito que ser investigado nos mecanismos moleculares que levam ao
efeito anticonvulsivante demonstrado pelo 4-terpineol nos ensaios com modelos
experimentais. A partir disso, tem-se a perspectiva de continuagdo a partir de futuros ensaios a
serem realizados in silico, in vitro ou in vivo.

Este trabalho demonstrou o potencial da utilizacdo das metodologias aqui descritas
para modelagem comparativa e docking molecular, com sucesso, mesmo em um alvo de
elevada complexidade como os receptores ionotropicos do GABA tipo A (GABA4RSs). Isto

abre um leque de possibilidades para busca de novos compostos que atuem nesses receptores.
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APENDICES



APENDICE A. Grifico gerado pelo GHECOM 1.0 dos pockets presentes na estrutura da
subunidade y2.
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Fonte: Dados da pesquisa (2016).



APENDICE B. Grifico gerado pelo GHECOM 1.0 dos pockets presentes na estrutura da

subunidade 9.
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Fonte: Dados da pesquisa (2016).



